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RESUMEN

La pota o calamar gigante Dosidicus gigas (D’Orbigny 1835) es una especie abundante en
la costa peruana, de importancia comercial y con antecedentes de infestacion parasitaria; por
ende, es relevante evaluar las implicancias que puedan afectar la inocuidad de los productos
a base de este recurso. El objetivo general de la presente investigacion fue determinar la
influencia del proceso de lixiviacion en la presencia o ausencia de alérgenos de Anisakis spp.
en concentrado proteico de pota. Se realizaron dos estudios: En el primer estudio se realiz6
el muestreo de 100 ejemplares de pota D. gigas, eviscerados y refrigerados, capturados en
la zona sur y desembarcados en los puertos de La Puntilla (Pisco), Atico y Matarani
(Arequipa) durante el periodo setiembre-noviembre del afio 2019. Se registr6 la LDM (cm)
y PEM (Kg) de cada pota. Se encontraron dos especies de neméatodos: Anisakis Tipo Il (Prev:
27%; IMI: 1.56) de importancia zoonotica, y se reporta por primera vez la presencia de larvas
L3 de Hysterothylacium sp. (Prev: 30%; IMI: 1.50). En el segundo estudio se utilizaron
nueve mantos de pota congelados (<18°C + 3°C, 4 meses) y se utilizé la metodologia
recomendada por Lazo (2006) con modificaciones en dos variables: Tiempo de coccién y
Numero de lavados, obteniendo seis concentrados proteicos. No se logré realizar los estudios
de inmunodeteccion de las muestras de proceso para cuantificar los alérgenos por
limitaciones de traslado internacional por la pandemia del COVID-19; sin embargo, se
determind que el proceso de lavado de musculo precocido de pota permitiria la remocion de
los alérgenos de Anisakis simplex en la fraccion soluble, a partir de una comparacién con
data no publicada del contenido de antigenos de A. simplex en musculo de merluza sometida
a lavados sucesivos tipo surimi realizada bajo condiciones similares a la metodologia
mencionada. Se determino que bajo las condiciones del presente estudio como la tasa y tipo
de parasitacion inicial de la pota (parasitacion natural baja), los procesos previos de
congelacion y coccidn y el proceso de lixiviacion permite la eliminacion progresiva de los
alérgenos por lo que la cantidad de antigenos Ani s 4 y Extracto crudo de A. simplex residual

podria estar por debajo del umbral de deteccion de la técnica (<1 ppm).

Palabras clave: Anisakis, Hysterothylacium, Concentrado proteico, Ani s 4, Lixiviacion.



ABSTRACT

The giant squid or squid Dosidicus gigas (D’Orbigny 1835) is an abundant species on the
Peruvian coast, of commercial importance and with parasitic infestation records; therefore,
it is relevant to evaluate the implications that may affect the safety of squid -based food
products. The general objective of the present investigation was to determine the influence
of the leaching process on the presence or absence of Anisakis spp. allergens in squid protein
concentrate. Two studies were carried out: In the first study, 100 specimens of squid D. gigas
gutted and refrigerated, captured in the South Pacific Ocean and landed in the ports of La
Puntilla (Pisco), Atico and Matarani (Arequipa), were sampled during the period September-
November of the year 2019. The LDM (cm) and PEM (Kg) of each squid was recorded. Two
species of nematodes were found: Anisakis Type Il (Prev: 27%; IMI: 1.56) of zoonotic
importance, and the presence of L3 larvae of Hysterothylacium sp. (Prev: 30%; IMI: 1.50).
In the second study, nine frozen squid mantles were used (<18 °C £ 3 °C, 4 months) in order
to use the methodology recommended by Lazo (2006) but with modifications in two
variables: Cooking time and Number of washes, obtaining six protein concentrates.
Immunodetection studies of the process samples to quantify allergens were not carried out
due to international transport limitations because of the COVID-19 pandemic; however, it
was determined that the leaching process of precooked squid muscle would allow the
removal of Anisakis simplex allergens in the soluble fraction, as of a comparison with
unpublished data of the content of A. simplex antigens in washed hake muscle subjected to
successive surimi-type washed performed under conditions similar to the aforementioned
methodology. It was determined that under the conditions of the present study, such as the
rate and type of initial parasitization of squid (low natural parasitization), the freezing and
cooking processes and the successive washing (leaching process) allows the progressive
elimination of allergens, so that the residual amount of Ani s 4 and crude extract of A. simplex

antigens could be below the detection threshold of the technique (1 ppm).

Key words: Anisakis, Hysterothylacium, Protein concentrate, Ani s 4, Leaching.



I. INTRODUCCION

El Perud es uno de los principales paises productores de recursos pesqueros ubicandose en el
afio 2018, en el tercer lugar dentro de los primeros 7 paises que representaron mas del 50%
del total de capturas marinas a nivel mundial (FAO, 2020a). Entre las especies
hidrobioldgicas que destacaron por registrar una mayor cantidad de desembarque en el 2018
se encuentra la anchoveta E. ringens (85.9%) seguido de la pota D. gigas (5.0%)
(PRODUCE, 2019).

En general, tanto pescados como cefalépodos son recursos con un alto valor nutricional por
su contenido en proteinas de alto valor biol6gico, grasas poli insaturadas (Omega-3 y 6),
vitaminas (B1, C) y minerales. Muchos especialistas consideran que son indispensables e
insustituibles en nuestras dietas ya que resulta beneficioso para la salud y el bienestar de las
personas (CECOPESCA, 2012). No obstante, también hay evidencia de que se trata de
productos con mayor riesgo de transmision de parasitos al ser humano (Chappuis y Loutan,
2006).

El parasitismo es un fendmeno generalizado y frecuente en el medio marino, es decir, todos
los organismos de vida acuéatica son susceptibles de infestarse por diversos paréasitos. Entre
los helmintos de mayor importancia por su presencia en productos de la pesca se encuentran
los neméatodos parasitos, los cuales han sido reportados desde el siglo XI1I (Myers, 1976).
Eiras et al. (2016) mencionan que a la fecha los parasitos de especies marinas son mas
abundantes, diversificados y con una distribucién geogréfica cada vez mas amplia. Sin
embargo, a pesar de la existencia de una gran cantidad y variedad de parasitos, solo pocas
especies de helmintos entre digeneos, nematodos y céstodos son zoondticas, es decir, que

pueden producir enfermedad en el hombre.

Segun Chai et al., (2005) citado por Madrid (2015), las larvas vivas de nematodos de la
familia Anisakidae “Anisakidos” se destacan por su alta prevalencia y ubicuidad en los
ecosistemas, pero sobre todo por su alto potencial zoon6tico. Estas representan un riesgo
para la salud humana ya que al infestar son causantes de enfermedades con sintomas

gastrointenstinales y/o alérgicos.



La Anisakidosis se refiere a la infeccion de personas con larvas de nematodos de las
diferentes especies que pertenecen a la familia Anisakidae, y la Anisakiasis es la infeccion
generada por los parasitos del género Anisakis, generalmente ocurre cuando las personas
ingieren larvas del tercer estadio (L3) que se encuentran en las visceras o los musculos de

una amplia gama de peces y calamares marinos como la “pota” (FAO/WHO, 2014).

El primer caso de Anisakidosis ocurrid en el afio 1876, en Groenladia. Luego, en el 2010, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA reporté la existencia de
aproximadamente 20,000 casos de Anisakiasis en todo el mundo, de los cuales méas del 90%
fueron reportados en Japon (en donde en promedio 2,000 casos son diagnosticados
anualmente), asimismo informo que la ausencia de informacion actualizada sobre la carga
real de Anisakis en la poblacién humana se debe a la escasez de informacion epidemioldgica
(EFSA, 2010).

Si bien la investigacion cientifica ha permitido desarrollar tratamientos tecnoldgicos
aplicados a productos hidrobioldgicos parasitados que logran la muerte de larvas previniendo
la infeccion y sensibilizacion de los consumidores, estos no logran anular la viabilidad de
los compuestos alérgenos, es decir, existe actividad alergénica residual en los alimentos
(Tejada et al., 2014). Siendo el Anisakis simplex, la especie causante de los casos de

parasitosis y formas de alergia mas comunes (Audicana & Kennedy, 2008).

Actualmente se conoce que la fauna parasitaria de la pota Dosidicus gigas estd compuesta
por trematodos, céstodos y larvas de nematodos anisakidos (Dollfus, 1964; Chiclla &
Verano, 1997; Gonzales & Mendo, 1998; Shukhgalter, O. & Nigmatullin, 2001; Pardo-
Gandarillas et al, 2009; lannacone & Alvarifio, 2009; Céspedes RE, 2010), hecho que genera
preocupacién ya que demuestra que los consumidores se exponen a comprar y/o consumir

pota infestada con paréasitos zoonéticos.

No obstante, el acontecimiento desencadenante que ha despertado el interés por estudiar mas
a estos parasitos ha sido la alerta sanitaria que emiti6 el Organismo Nacional de Sanidad
Pesquera SANIPES al detectar la presencia de larvas de Anisakis spp. en algunos lotes de
conservas de caballa y sardina importadas de China, las cuales se encontraban en los
diferentes canales de distribucion del pais en noviembre del 2017 (SANIPES, 2018).

En concreto, existe una creciente preocupacion por la presencia de parasitos y
especificamente larvas de Anisakis spp. en los principales recursos pesqueros procedentes

del litoral peruano, como la pota, ya que supone un potencial riesgo para la salud y que
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ademas advierte a las autoridades correspondientes el énfasis en el control de calidad e
inspeccion sanitaria del mencionado recurso en los desembarcaderos, lugares de expendio
como los mercados mayoristas, etc. para garantizar su inocuidad y el debido cumplimiento

de los requisitos normativos.

El presente estudio tiene como objetivo principal determinar la influencia del proceso de
lixiviacion en la presencia o ausencia de alérgenos de Anisakis simplex en concentrado
proteico de pota Dosidicus gigas. Para ello, se han definido tres objetivos especificos a

desarrollar, los cuales son:
- Identificar morfologicamente las especies de Anisakis spp. presentes en la pota.

- Determinar los indices parasitarios en términos de Prevalencia e Intensidad media de
infeccion de larvas de nematodos anisakidos en la pota D. gigas, procesada en la empresa

Industrias Derivados de Pota S.A.

- Evaluar la influencia de la tasa y tipo de parasitacion en la cuantificacion de alérgenos de

Anisakis simplex de musculo lavado y concentrado proteico de pota.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Los nemétodos anisakidos.
2.1.1. Taxonomia.

Los nematodos de la familia Anisakidae (Nematoda: Rhabditida: Ascaridomorpha) son
parasitos ascaroideos con una amplia distribucion en los organismos acuaticos a nivel
mundial. Suelen encontrarse en mamiferos marinos, peces, cefalopodos, aves piscivoras,
reptiles marinos (Garbin, 2009) y accidentalmente en el hombre cuando este ha ingerido

pescado o moluscos crudos o semicrudos infestados con larvas L3.

La familia Anisakidae se compone de al menos 24 géneros, de los cuales los més estudiados
son Pseudoterranova, Contracaecum y Anisakis (Adelina, 2017; Chai et al. 2005; Osanz,
2001; Cheng, 1982).

La clasificacion taxondmica para los nematodos anisakidos mas aceptada es la propuesta por
Smith & Wootten (1978), la cual se basa en las claves de los taxones superiores descritas
por Anderson et al. (1974):

Phylum: Nemathelmintes
Clase: Nematoda
Subclase: Secernentea
Sub orden: Ascaridina
Orden: Ascarida
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Anisakidae

Se tienen identificadas diez especies validas dentro del género Anisakis Dujardin, 1845
(D’Amelio et al., 2000; Mattiucci et al., 2009; Mattiucci & D’Amelio, 2014; Mattiucci &
Nascetti, 2008) de las cuales al menos nueve han sido reconocidas geneticamente (Mattiucci
& Nascetti, 2008; Mattiucci et al., 2014; 2017).



Estudios basados en electroforesis de enzimas multilocus ha permitido distinguir tres
especies gemelas pero aisladas reproductivamente: A. simplex sensu estricto (s.s.), A.
pegreffii y A. simplex C. las cuales son idénticas morfol6gicamente, pero presentan
diferencias ademas de genéticas, a nivel ecoldgico y patologico (Kirstein et al, 2007).
Posteriormente, la especie A. simplex C cambié de denominacion a A. berlandi (Mattiucci et
al., 2014). En la Figura 1 se muestran las diferentes especies de Anisakis identificadas por

andlisis filogenéticos concatenados.
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Figura 1. Especies del género Anisakis obtenidas por 2 analisis filogenéticos (A y B).
Con ambas datas se describe la existencia de cuatro clados principales: Clado 1, comprende
el complejo de A. simplex (s.l.) que incluyen las especies: A. simplex (s.s.), A. pegreffii y A.
berlandi.; Clado 2, comprende a las especies A. ziphidarum y A. nascetti.; Clado 3,
comprende las especies A. physeteris, A. brevispiculata y A. paggiae y el Clado 4,

comprende a la especie A. tipica. (Mattiucci et al., 2014 citado por Mattiucci et al., 2018).

2.1.2. Caracteristicas morfolégicas

En general, los parésitos anisdkidos comparten rasgos comunes de todos los nematodos
como un cuerpo cilindrico, alargado, sin segmentacion y agudo en los extremos. La
epidermis segrega una cuticula caracterizada por tener estriaciones finas transversales o en
capas y una composicion quimica que protege a los parasitos de jugos digestivos (Osanz,
2001).



El sistema digestivo es completo, es decir, disponen de boca, esofago, intestino y ano (Moller
y Anders, 1986). La apertura bucal consta de varios labios y un diente cuticular. El es6fago
posee dos porciones bien diferenciadas: una anterior muscular llamada proventriculo y otra
posterior glandular denominada ventriculo, que puede tener o no apéndice, a la vez que

presenta intestino con o sin ciego intestinal dependiendo del género (Osanz, 2001).

Su sistema nervioso es rudimentario, destacandose la presencia de un anillo nervioso situado
en el tercio anterior del parasito que puede ser visible al ser aclarados. Respecto a su sistema
excretor, estd compuesto por una glandula y un conducto que finaliza en el llamado poro
excretor que se sitla inmediatamente por debajo de la apertura bucal, o bien a nivel del anillo
nervioso segun los géneros (Cheng, 1982). En la Figura 2 se representa las caracteristicas

morfoldgicas de cuatro géneros de anisakidos.
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Figura 2. Representacion del extremo anterior, eséfago y extremo posterior de larvas L3 de
nematodos anisakidos. a) Anisakis Tipo I; b) Anisakis Tipo Il; c) Pseudoterranova; d)
Contracaecum y e) Hysterothylacium. pe: poro excretor, v: ventriculo, ci: ciego intestinal,

av: apendice ventricular, m: mucrén (Debenedetti, 2013 citado por Madrid, 2015).

Para la diferenciacion entre las larvas L3 de los géneros Anisakis sp., Pseudoterranova sp.,
Contracaecum sp. (Nematoda: Anisakidae) y Hysterothylacium sp. (Nematoda:
Raphidascarididae) se evalGan caracteristicas morfologicas como el color y tamafio de las

larvas, presencia longitud y forma del ventriculo, presencia o ausencia del apéndice



ventricular, la posicion del poro excretor, longitud y posicién del ciego intestinal anterior
(Madrid, 2015; Rello et al., 2004; Pardo et al., 2007).

En un principio las especies del género Anisakis se clasificaron en Tipo | y Tipo II, de
acuerdo a su morfologia (Berland, 1961). Las larvas del Tipo | presentan ventriculo mas
largo que ancho y habitualmente sigmoideo con presencia de mucron terminal, mientras que
las larvas con morfologia tipo Il presentan ventriculo corto y nunca sigmoideo con ausencia
de mucrén terminal. (Madrid, 2015; Gonzales, 2018).

Luego, en base a lo propuesto por Berland (1961), Shiraki (1974) propuso dos grupos
adicionales teniendo en cuenta criterios morfoldgicos como: la presencia o ausencia de la
espina caudal o mucrén, encontrando larvas tipo I, I, IIl y IV que de acuerdo a
caracterizaciones moleculares realizadas después indican que se corresponderian con las
especies A. simplex, A. physeteris, A. brevispiculata y A. paggiae, respectivamente (Murata
et al., 2011). Posteriormente, los tipos Il y IV fueron incluidos en el tipo Il por
inconsistencias (Mattiucci & Nascetti, 2008). En la Figura 3 se representan los morfotipos |
y Il de Anisakis y en la Figura 4, se observa la clasificacion actualizada de las especies de

Anisakis de acuerdo a sus morfotipos.

Figura 3. Morfotipos de larvas de nematodos parésitos del género Anisakis. A) Anisakis
Tipo |, barra = 0,6 mm. B) Anisakis Tipo Il, barra = 0,7 mm. bt = diente perforador,
nr = anillo nervioso, es = esofago, ve = ventriculo, in = intestino, an = ano, mu = mucrén
(Pardo-Gandarillas et al., 2009)



Anisakis simplex Anisakis simplex sensu stricto  (Rudolphi, 1809.det. Krabbe, 1878)
(complejo) (sensu lato)

(larvas tipo I) Anisakis berlandi (Mattiucci et al., 2014)

Anisakis pegreffii (Campana-Rouget y Biocca, 1955)

Anisakis fipica (Diesing, 1860) (larvas tipo I)

Anisakis ziphidarum (Paggi et al., 1988) (larvas tipo I)
Anisakis
(Dujardin 1845) 7| Anisakis nascefti (Mattiucci et al.. 2009) (larvas tipo I)

Anisakis physeteris Anisakis physeteris  (Baylis, 1923)
(complejo)

(larvas tipo IT) Anisakis brevisculata (Dollfus, 1966)

Anisakis paggiae (Mattiucci et al., 2005)

Anisakis schupakovi (Mosgovoy, 1951)

Figura 4. Clasificacion de especies del género Anisakis y sus morfotipos | y 11 (Gonzéles,
2018)

Particularmente, las larvas L3 de A. simplex son de color blanquecino o pardo cuando estan
encapsuladas en el musculo de los peces. Se caracterizan por tener una longitud que varia
entre 15-30 mmy un didmetro entre 0,10-0,60 mm (Smith, 1983). Presentan un poro excretor
situado entre las bases de los labios rudimentarios subventrales con diente cuticular
(perforador); un ventriculo mas o menos desarrollado y sin apéndice ventricular ni ciego
intestinal (Hurst, 1984). El plano de union ventriculo-intestino es oblicuo y el extremo
posterior, que tiene forma conica, finaliza en un mucrén (Timi et al., 2001; Rello et al.,
2004).

2.1.3. Ciclo biologico

En general, el ciclo bioldgico de la familia Anisakidae esta constituido por un estadio de
huevo, cuatro fases larvarias y adulto con sexos separados. Las fases adultas de los géneros
Anisakis, Pseudoterranova y Contracaecum se localizan en el estdmago de mamiferos
marinos y/o aves ictidéfagas, mientras que en el género Hysterothylacium, el hospedero
definitivo lo constituyen distintas especies de peces (Rello et al, 2004).

Para el género Anisakis, el ciclo bioldgico comienza cuando los adultos copulan y se produce

la ovoposicion en el lumen del hospedero definitivo, los huevos del primer estadio larvario
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(L1) de aproximadamente 50 um de didmetro son liberados al agua de mar mediante las
heces del hospedero definitivo, donde embrionaran tras un periodo de incubacion (Smith,
1983).

En esta etapa de vida libre en el medio acuético, experimentan dos mudas, de L1 a L2 y
luego de L2 a L3, ambas dentro del huevo (Kaie et al., 1995). En estas condiciones, se libera
del huevo el tercer estadio larvario (L3) que conserva aun la cuticula de L2 la cual le
proporciona la resistencia suficiente para sobrevivir libre en el medio marino hasta por cuatro
semanas (13-18°C) (Smith, 1971). Las larvas L3 permanecen libres hasta que son ingeridas
por crustaceos planctonicos (principalmente eufasidos), que actlan como hospederos
intermediarios, en los que crecen (4,2 — 20 mm) para convertirse en infectantes para los
hospedadores definitivos (Kgie, 2001). En esta etapa, las larvas son consideradas muy

activas e infectivas.

En la naturaleza, por medio de la cadena alimentaria, las larvas L3 tienen pocas
probabilidades de infestar directamente a un hospedero definitivo, a menos que éste se
alimente casi exclusivamente de pequefios crusticeos. En el ciclo epidemioldgico, son
capaces de parasitar diversas especies de peces teledsteos y cefalépodos (hospedero de
transporte u paraténico) entre otros, los cuales forman parte de la dieta del hospedero
definitivo. Las larvas liberadas pueden penetrar la pared del tracto digestivo y alcanzar la
cavidad corporal, en esta etapa no experimentan ningun tipo de muda, aunque pueden
aumentar de tamario, conservando su capacidad infestante. Finalmente, se cierra el ciclo
bioldgico cuando los hospederos definitivos ingieren los peces, zooplancton o cefalopodos
infestados y se produce la cuarta y quinta muda, llegando a estadio larvario L4 y nematodo
adulto (Gonzales, 2018; Kagie, 2001; Rello et al, 2004). En la Figura 5 se representa

graficamente el ciclo biologico de Anisakis spp.

Sin embargo, el ciclo bioldgico puede verse interrumpido cuando el hombre aparece como
huésped accidental al ingerir a los hospederos intermediarios como: pescado o cefalépodos
crudos (sushi, carpaccio, ceviche, etc.), asi como ahumados, semiconservas, salazon,
pescado seco o0 en vinagre que albergan larvas vivas L3 de Anisakis. En esta situacion, las
larvas no evolucionan ni se reproducen, pero causan patologias gastro intestinales y
alérgicas. (Nagasawa, 1990, Smith & Wootten, 1978).
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Figura 5. Ciclo bioldgico de Anisakis simplex (Gonzéles, 2018).

2.1.4. Distribucion geografica

Segun Abollo et al., (2001), citados por Lymbery & Cheah (2007), se han encontrado larvas
de Anisakis en més de 200 especies de peces 'y 25 especies de cefalopodos en todo el mundo,
mientras que las larvas de Pseudoterranova han sido reportadas en mas de 75 especies de

peces en el Atlantico norte (Desportes & McClelland, 2001).

Mattiucci & Nascetti (2008) sefialan que A. pegreffii esta principalmente distribuido en el
mar mediterraneo y en el hemisferio sur, A. simplex s.s. en el Atlantico norte y en el Océano
Pacifico, mientras que A. simplex C se encuentra en las costas del Pacifico y en el hemisferio

sur. En la Figura 6 se observa la magnitud de la distribucion de Anisakis a nivel mundial.
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Figura 6. Mapa con la distribucion geografica de Anisakis spp. identificadas genéticamente
a partir de especies de importancia comercial. Los asteriscos (*) indican que el hallazgo esta
relacionado con la migracion del hospedero (Mattiucci et al., 2018).

2.1.5. Habitat

Respecto a la localizacion en el hospedero, segin Osanz (2001) y Smith & Wootten (1978),
en general, las larvas vivas del género Anisakis se presentan enrolladas en forma de espiral
bajo el tejido conectivo, y pueden ubicarse en la submucosa del tubo digestivo, en la cavidad
abdominal, en la superficie hepatica, en las gbnadas, entre los mesenterios y en el musculo
de los peces. En cefaldpodos, pueden localizarse dentro del tracto digestivo o en las visceras
de forma libre. También pueden encontrase rodeadas por una capsula (Gonzéles & Mendo,
1998; Petersen et al., 1993; Sarmiento et al., 1999; Céspedes, 2010)
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2.2. Medidas para la reduccion del riesgo asociado a Anisakis spp.

De acuerdo con la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN, 2011),
se pueden tomar medidas para reducir el riesgo de infestacion accidental del consumidor con

larvas de Anisakis spp. de aplicacion en toda la cadena alimentaria:

Previo a la captura, se debe evitar faenar en zonas de pesca que presentan altas prevalencias
de parasitos. Durante la captura puede realizarse la evisceracién para evitar la migracion de
las larvas de las visceras al musculo, sin embargo, se debe evitar arrojar las visceras al mar
ya que se estaria reincorporando los parasitos al medio, ampliando su distribucion e
incrementando la parasitosis en las diferentes especies del ecosistema. Asimismo, luego del
desembarque, se recomienda la inspeccion visual, el lavado de la cavidad abdominal y si es

posible, en el caso de filetes de pescado, la eliminacion de la musculatura hipoaxial.

Si bien la eliminacion fisica de las larvas ya sea en la manipulacién a bordo o después del
desembarque en tierra, pueden reducir el peligro asociado a Anisakis spp., no lo eliminan y
en muchos casos tampoco lo reducen a un nivel aceptable. Al respecto la EFSA (2010)
detalla en un informe los tratamientos tecnoldgicos necesarios para la inactivacion de las

larvas de Anisakis spp. en productos hidrobiolégicos, que se detallan a continuacion:

Entre los tratamientos fisicos el mas recomendado para la inactivacion del parasito es la
congelacion y almacenamiento en congelacion. De acuerdo al Reglamento (CE) N°853/2004
de la legislacion de la Union Europea los productos que se van a consumir crudos o poco
procesados (ahumado en frio, escabechado o marinado) deben congelarse a una temperatura
<-20°C en todas las partes del producto por al menos 24 horas; por otro lado, segun la FDA
la congelacion debera ser a temperatura < -20°C durante 7 dias o < -35°C durante 15 horas.

El tratamiento térmico por adicion de calor también inactiva las larvas, algunos autores
recomiendan la aplicacion de temperaturas de 60° en el centro térmico por un minuto (Bier,
1976), sin embargo, hay estudios que han observado movilidad de larvas sometidas a tales
condiciones por lo que proponen para esta temperatura una duracion mayor a los 10 minutos
(Vidacek et al., 2010). Otros tratamientos fisicos que podrian coadyuvar a tal fin incluyen
las altas presiones, electrocucion, irradiacion y ahumado, mientras que entre los tratamientos
quimicos estudiados se sefiala la salazon, acidificacion (marinado) y la adicion de extractos
vegetales, aunque debe evaluarse también la efectividad de su utilidad en la industria (EFSA,
2010)
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2.3. Deteccidn de larvas de anisakidos

En general, existen métodos que permiten determinar la presencia de larvas de Anisakis spp.
tanto en el masculo como en las visceras de pescado, sin embargo, tienen como principal
desventaja la destruccion de la pieza a examinar (Olivares, 2012). Los métodos mas

utilizados segun el informe de EFSA (2010) se describen a continuacion:

2.3.1. Inspeccion visual

Segun Huang (1990), consiste en la examinacion directa de larvas en diferentes partes del
pescado, tales como el paquete visceral, cavidad corporal y musculatura perivisceral. Este
es un método de cuantificacion no destructivo, siendo el méas utilizado por su facilidad de
aplicacion, por ello se sigue empleando en la industria procesadora de productos pesqueros.

La inspeccion o examen visual resulta efectiva cuando se realiza en peces o filetes pequefios
ya que las larvas se hallan cerca de la superficie, por tal razén su empleo en especies de
pescado grandes o que albergan numerosas larvas musculares no es suficiente ya que es

necesario una fragmentacion de los tejidos para detectar la mayoria de las larvas no visibles.

Adicionalmente, Huang (1990), citado por Olivares (2012), menciona que este método
permite determinar entre 45-83% de larvas localizadas en el muasculo de algunas especies de

peces como arenque, jurel o caballa.

2.3.2. Digestion acida

Este es un método destructivo por lo que no se recomienda su uso en la industria. Consiste
en someter los filetes de pescado a una solucién de pepsina y acido clorhidrico a 37°C para
separar las larvas de la musculatura u otros tejidos (visceras) en la que se encuentran
contenidas (EFSA, 2010).

Segun Rodriguez-Mabhillo et al. (2008) se debe tener en consideracién que la eficacia de este
método se vera disminuida en caso la cuticula de las larvas se encuentre alterada por algin
otro proceso previo, de ser asi las larvas también seran digeridas y la recuperacion de estas

sera menor a la esperada.
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2.3.3. Compresion - UV

Este método resulta de la combinacion del método de prensado y la transiluminacion con luz
ultravioleta, dando lugar a una técnica rapida para la cuantificacion de nematodos en filetes
de pescado congelado y otros productos pesqueros. Consiste en colocar la muestra en una
bolsa de plastico, someterla a una compresion significativa hasta obtener una capa delgada
de 2 a 3 mm, se congela por unas horas y se analiza directamente bajo luz UV a 366 nm. Los
nematodos pueden ser contados facilmente ya que muestran una brillante fluorescencia

blanco-azulada (Karl & Leinemann, 1993).

A diferencia del método de digestion artificial, el cual emplea una solucién acuosa
(Pepsina/HCI), este tiene la ventaja de poder determinar el sitio de infeccion larval

aproximado tanto en las visceras como en el musculo (Levsen & Karl, 2014).

2.4. ldentificacion de especies de Anisakis spp.
2.4.1. ldentificacion morfologica

Diferentes autores realizan la identificacion de estos parasitos nematodos, presentes tanto en
cefalopodos como en peces, mediante microscopia oOptica y electronica en base a sus
caracteristicas morfolégicas y con el uso de claves taxondémicas de acuerdo con Timi et al.
(2001), Smith & Wootten (1978), Berland (1961), Shiraki (1974), Koyama et al. (1969),
Matsuura et al. (1992), Moravec (1998), Smith (1983), (Felizardo, et al., 2009, Céspedes,
2010; Quiroz, 2014).

La identificacion y clasificacion especifica es dificil en especimenes adultos y mas
complicada si se trata de estadios larvales, llegando Unicamente a identificarse a nivel de

género (Mattiucci et al., 2017).

2.4.2. ldentificacion molecular

De acuerdo a Mattiucci et al., (2018), dado que la especiacién no siempre va acompafiada
de cambios morfoldgicos, es muy probable que el nimero real de especies bioldgicas sea
mayor al recuento actual de especies nominal ya que estas Ultimas se ajustan al concepto de
especie morfoldgica o tipoldgica, por lo que la identificacion especifica de los parasitos del
género Anisakis es fundamental para la comprension de su biodiversidad tanto a nivel de

especies como genético.
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Se han desarrollado metodologias de biologia molecular que no precisan al parasito entero
para identificarlo, sino que tiene por objetivo detectar el ADN de anisakidos en muestras

homogenizadas de productos pesqueros (Mattiucci et al., 2018; Villalobos, 2019)

Mullis et al. (1986) citado por Madrid (2015), describe a la PCR (Polimerase Chain
Reaction) como una técnica molecular que permite la amplificacién de fragmentos
especificos de acidos nucleicos de los cuales se conocen las secuencias inicial y final. Si una
especie 0 genotipo tiene este fragmento de ADN, se puede utilizar una pareja de

oligonucleotidos para amplificarlo.

Se trata entonces de un método rapido y especifico para la deteccion e identificacion
taxondmica de los parésitos del pescado ya que realiza una caracterizacion diferencial dentro
de las larvas del mismo género con el fin de conocer a detalle las especies presentes en los

ejemplares evaluados (D" Amelio et al., 2000).

2.5.  Anisakidosis y anisakiasis

La anisakidosis se refiere a la infeccion de personas con larvas de nematodos que pertenecen
a la familia Anisakidae, y la anisakiasis es la infeccion generada por parasitos del género
Anisakis, ambas constituyen enfermedades zoonoéticas graves (FAO/WHO, 2014). Las
manifestaciones clinicas de la anisakidosis en general, y de la anisakiasis en particular, son
variadas y no patognoménicas, fundamentalmente de tipo alérgico y/o digestivo (Madrid,
2015).

Segun la EFSA (2010), Anisakis simplex es el principal parasito asociado a los productos
hidrobiologicos de origen marino que causa respuestas alérgicas clinicas. Los fenotipos

clinicos a causa de A. simplex descritos a la actualidad son (Gonzéles, 2018):

- Anisakiosis gastrica: Ocasionada por la ingesta de productos pesqueros crudos o
poco cocidos que contienen larvas vivas. Se da la penetracion gastrica o intestinal
del nematodo provocando una dolor epigastrico o intestinal grave, nduseas y vomitos
en las primeras 12 horas desde el consumo. Se describe como una reaccion

inflamatoria aguda, de tipo alérgico y local.

- Anisakiosis gastroalérgica: Se producen sintomas digestivos, pero estos se ven

superados por los sintomas alérgicos agudos como urticaria, angioedema y
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anafilaxia, los cuales podrian estar relacionados con un mecanismo natural de
defensa mediado por IgE que busca la expulsion de la larva durante las primeras
horas de ocurrida la infeccion (Daschner et al., 2010; Daschner & Cuéllar, 2010;
Audicana et al., 1995; 2002). Mattiuci et al. (2013) ha reportado reacciones

gastroalérgicas por A. pegreffii.

- Urticaria cronica asociada a sensibilizacion por A. simplex: La urticaria crénica
puede ocurrir en individuos genéticamente predispuestos que hayan presentado
parasitacion previa. No tiene una causa definida; sin embargo, su mecanismo de
accion consiste en la degranulacién de los mastocitos, caracterizada por la aparicion
espontanea de habones en una frecuencia de dos veces a la semana y por un periodo
que puede ser mayor a los 2 meses. Adicionalmente, de acuerdo a Daschner et al.
(2010), los pacientes diagnosticados con urticaria cronica cuentan historia de alergia
inducida por el consumo de pescado o sintomas abdominales y pruebas cutaneas

positivas e IgE especifica frente a A. simplex.

2.6. Antigenosy alérgenos de A. simplex

Un antigeno es una sustancia que desencadena la formacion de anticuerpos y puede causar
una respuesta inmune; un alérgeno es un antigeno capaz de producir anticuerpos IgE
pudiendo, aunque no siempre, inducir una reaccion de hipersensibilidad en personas
susceptibles (Gonzales, 2018; Rodriguez-Mabhillo et al. 2010).

De acuerdo con Valls et al. (2003), se conocen tres grupos de moléculas antigénicas:

- Antigenos somaticos. Son los méas abundantes en los nematodos, se obtienen por
homogenizacion de las larvas enteras y contienen todas las proteinas solubles del

parasito. Su peso molecular varia entre 13 y 150 kDa (Iglesias et al., 1993)

- Antigenos de excrecion/secrecion (E/S). Se ha especificado que estas moléculas
son sintetizadas en la glandula esofégica dorsal o células secretoras del tracto
digestivo y sirven para que el parasito penetre en la mucosa gastrica (Kobayashi et
al., 1972). Se ha demostrado que los anticuerpos producidos frente a estos antigenos
son los primeros en aparecer (Iglesias et al., 1993). Ademas, las proteinas de este

antigeno son varias, pero las de bajo peso molecular (14, 17 y 18 kDa) sélo son
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reconocidas por los sueros de los ratones infectados con la larva viva de A. simplex.
Valls et al. (2003)

- Antigenos de superficie. Son moléculas que se encuentran en la cuticula de este y
otros neméatodos. Se expresan cuando ocurre la transicion del tercer al cuarto estadio
larvario (L3 a L4). Se ha sugerido que son menos antigénicas y especificas que los
antigenos de tipo E/S y somaticos; sin embargo, puede ocurrir que estas moléculas

cobran mayor relevancia en el desarrollo de un estimulo crénico (Baeza et al., 2001)

De acuerdo con Daschner et al., (2012), para que A. simplex produzca una reaccion alérgica
en el individuo, es necesaria la infestacion del tracto gastrointestinal con la larva viva, en ese
sentido, los alérgenos de A. simplex presentarian un comportamiento distinto a los alérgenos
alimentarios. Sin embargo, para su estudio y clasificacion, el International Union of
Immunological Societies (WHO/IUIS) Allergen Nomenclature Sub-Committeee
(www.allergen.org), considera a todos los alérgenos de A. simplex como alérgenos
alimentarios. Los catorce principales alérgenos derivados de A. simplex y sus caracteristicas

se muestran resumidas en la Tabla 1.

2.7.  Deteccion de alérgenos de A. simplex

En la actualidad, las alergias alimentarias representan un importante problema de salud, por
ello es importante la aplicacion de métodos que permitan detectar la presencia de proteinas

alergénicas en los alimentos (Poms et al., 2004).

Los métodos que se basan en proteinas implican técnicas inmunoldgicas (basadas en
anticuerpos); mientras que los métodos basados en el ADN amplifican los fragmentos
especificos de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el que la
especificidad se logra mediante el uso de cebadores que facilitan la amplificacion de ADN

procedente del alimento (Van Hengel, 2007).

La Patente N° 2 340 978 Método de extraccion y deteccién de antigenos de Anisakis en
alimentos destinados al consumo humano y animal (Tejada et al., 2010), ha desarrollado un
método que permite detectar y cuantificar por Western blot y Dot blot alérgenos de A.
simplex en musculo de pescado y productos procesados (Rodriguez-Mabhillo et al., 2010;
Tejada et al., 2014).
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Tabla 1. Alérgenos caracterizados de A. simplex

Peso ; Reactividad en
] Antigeno del . .
Alérgeno molecular Nemétodo Proteina pacientes
(kDa) sensibilizados
Anisl 24 Excretor-Secretor Inhibidor de serin- 85%
proteasas
Anis?2 97 Somatico Paramiosina 88%
Ani s 3 41 Somatico Tropomiosina -
Anis4 9 Excretor-Secretor Cistatina 27%
Anis5 15 Excretor-Secretor o oi0ina SXP/RAL 25-49%
Anis 6 7 Excretor-Secretor Serpin 18%
Anis 7 139 Excretor-Secretor 4 jicoproteina 83%-100%
Anis8 15 Excretor-Secretor o, i0ina SXP/RAL 2506
Anis9 14 Excretor-Secretor  piteina SXP/RAL 13%
Anis 10 21 Somaético - 39%
Anis 1l 27 - - 50%
Ani s 12 31 - - 57%
Ani s 13 37 - Hemoglobina 64%
Ani s 14 24 - - 54%

Fuente: (IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee, 2021)

2.8.  Dosidicus gigas (D’Orbigny 1835): “pota” 0 “calamar gigante”
2.8.1. Taxonomia

La “pota”, calamar gigante” o “jumbo squid” D. gigas es un organismo invertebrado, que
pertenece a la clase Cephalopoda y familia Ommastrephidae. Se ha reconocido que el género
Dosidicus (que solo incluye a la especie D. gigas), de acuerdo con su jerarquia filogenética,

tiene mayor cercania con el género Omastrephes que con Sthenoteuthis, razén por la cual
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presentan caracteristicas similares en su morfologia y distribucion (Nigmatullin et al., 2001).

La clasificacion taxondémica para esta especie, presentada por Alegre (2011):

Phylum: Mollusca
Clase: Cephalopoda
Orden: Teuthida
Superfamilia: Architeutacea
Familia: Ommastrephidae
Subfamilia: Ommastrephinae
Género: Dosidicus

Especie: Dosidicus gigas

2.8.2. Caracteristicas morfologicas

La pota es uno de los calamares de mayor tamafio corporal y abundancia. Respecto a su
morfologia, esta provisto de un manto grande, grueso y robusto y una pequefia concha
interna (luma), presenta aletas romboidales cuya longitud representa del 41 al 49% de la
longitud del manto, mientras que su ancho representa del 49 al 65% del mismo. (IMARPE,
1993). Tiene un sifén de invaginacion profunda, dos tentaculos y ocho brazos en la cabeza
tiene dos 0jos con proyeccion anterior, sin parpados y un pico. Se caracteriza por presentar
fotoforos pequefios en la superficie del manto y puede llegar a medir 1.2 metros de longitud
de manto, 2 metros de longitud total y a pesar hasta 65 Kg (Nigmatullin et al., 2001; Nesis,
1983).

2.8.3. Bioecologia y desembarque

La pota es un recurso principalmente oceanico con caracteristicas neriticas de amplia
distribucion en el Pacifico Este, desde Baja California (37° N) hasta Chile (47° S), habiendo
ampliado su extension en ambos hemisferios después de EI Nifio 1997-1998 (Mariategui et
al., 2018; Nigmatullin et al., 2001).

Es una especie abundante y juega un rol importante dentro de los ecosistemas pelagicos del
talud continental y aguas costeras adyacentes, se distribuye entre la superficie y los 1200 m
de profundidad (Nesis, 1983). Presenta una gran plasticidad fenotipica (adaptaciéon a

cambios ambientales) y entre sus caracteristicas propias, destacan: alta tasa de crecimiento,
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que de acuerdo con Roper (1984) puede ser de 6 cm al inicio del primer afio de viday 2 cm
durante el segundo. Presenta un ciclo de vida corto (1-2 afios), alta fecundidad, metabolismo

rapido y ecoldgicamente oportunista (FAO, 2005).

La pesqueria dirigida al calamar gigante en Per0 tiene sus inicios en el afio 1991, con la
participacion de una flota calamarera de bandera extrajera que operd bajo licencias de pesca.
Actualmente la actividad extractiva de Dosidicus gigas lo constituye principalmente la flota
artesanal, dividiéndose en flota artesanal del norte (alrededor de los 5°S) y del sur (alrededor
de los 18°S). En la costa peruana, Rubio & Salazar (1992) sefialaron que la zona
comprendida entre Paita y Cabo Blanco frente a Punta Sal y Zorritos presenta una mayor
concentracion de pota; sin embargo, de acuerdo con Mariategui et al., (2018), las areas de
pesca de mayor concentracion se ubican desde la frontera norte a los 09° y desde los 11°

hasta los 17°. En la Figura 7 se presenta la distribucién de D. gigas.
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Figura 7. Distribucion del calamar gigante Dosidicus gigas en la Costa Peruana afio 2004-
2011 (Alegre et al., 2014)
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De acuerdo con PRODUCE (2019), durante la Gltima década, el mayor desembarque de esta
especie fue registrado en el afio 2014 con 556 156 toneladas. Asimismo, las estadisticas
pesqueras proporcionadas por la FAO (2020b) demuestran que, en promedio, las capturas
peruanas de pota han representado casi el 50% de los desembarques mundiales de la especie
en varios afnos; sin embargo, la participacion peruana se ha reducido por una menor captura
influenciada por la variabilidad ambiental ocurrida desde el 2014, es decir, la ocurrencia de
un periodo calido con anomalias positivas en la temperatura superficial del mar peruano
incluyendo “El Niflo costero” del 2017, afio en que se registrd el menor desembarque con

295 975 toneladas (Guevara et al., 2018; PRODUCE, 2019).

Actualmente, la captura de pota constituye la segunda actividad pesquera mas importante
del Peru en términos de volumen de desembarque ubicandose justo después de la anchoveta
y en términos de valor FOB exportado, puesto que solo en el 2018 la pota fue el recurso que
lidero las exportaciones de congelados pesqueros con una participacion del 54,7% teniendo
como principales destinos a Espafia y China seguido de Tailandia, Corea del Sur y Japon
(PRODUCE, 2019; PROMPERU, 2018). Esto nos indica que para mantener dichos
mercados internacionales es necesario que los exportadores peruanos mantengan sus
certificaciones de calidad como HACCP, GMP, GAP, BRC, etc. ya que dependiendo del
pais de destino se deben cumplir ciertos requisitos, siendo la Union Europea la mas exigente

en materia sanitaria.

2.8.4. Parasitos en D. gigas

Respecto a la fauna parasitaria de D. gigas, esta se compone por especies de céstodes como
Phyllobothrium sp., P. speciosum, Hepatoxylon trichiuri, Tentacularia coryphaenae, larvas
de trematodos de la familia Didimozoidae, larvas de neméatodos de la familia Ascarophididae
como: Spinitectus sp. y nematodos zoondticos de la familia Anisakidae como: A. simplex, A.
physeteris, Contracaecum sp. y Porrocaecum sp. (syn. Pseudoterranova) con niveles de
prevalencia variables (Céspedes, 2010; lannacone & Alvarifio, 2009; Shukhgalter y
Nigmatullin, 2001; Gonzales & Mendo, 1998).

Asimismo, es importante sefialar que se ha reportado la presencia de anisékidos en especies
de peces que podrian formar parte de la dieta de D. gigas (Serrano-Martinez et al., 2017;
Chero et al., 2016; Chero et al., 2014; Quiroz LK, 2014; Vasquez-Ruiz & Jara-Campos,

2012; lannacone et al., 2012). No obstante, el estudio de parasitos zoonoticos, como Anisakis
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spp., en pota sigue siendo limitado tanto en el recurso bioldgico como tal, asi como las
implicancias de las larvas y sus alérgenos en procesos tecnologicos orientados a la obtencion

de productos alimenticios a base de este recurso pesquero.

2.8.5. Composicion quimica

En general, la composicion quimica del muasculo de especies marinas puede variar entre
individuos de la misma especie debido a factores como: sexo, talla, alimentacion, estacion
del afio, zona de captura, etc. ocasionando cambios en el sabor, color, textura y apariencia
(Sikorski, 1994; Huss, 1999). De acuerdo con Ibarra (2006), el estado de madurez sexual al
momento de la captura (p. €j., individuos desovados) también influye en la composicion
quimica. Al respecto, Perea et al. (2018) mencionan que la escala de madurez gonadal para
el calamar gigante D. gigas consta de cuatro fases para las hembras y tres fases para los

machos.

El contenido de proteinas de la pota D. gigas es similar al de pescados magros. Los
compuestos no proteicos representan el 37% del total de compuestos nitrogenados. Ademas,
esta fraccion no proteica es de bajo peso molecular y se compone principalmente de bases
volatiles nitrogenadas (N-BVN), 6xido de trimetilamina (OTMA) que al degradarse da lugar
a la formacion de trimetilamina (TMA), el cloruro de amonio (NH4ClI) el cual es acumulado
en el cuerpo con relacion al tamafio del animal, amino&cidos libres y octopina que es el
producto final del metabolismo anaerdbico en cefalopodos y suele encontrarse en
concentraciones entre 450-1110 mg/100g. Estos componentes serian los responsables del
sabor desagradable “off-flavor” acido-amargo (Yamanaka, 1995; Sikorski, 1994; Huss,
1999; Omote, 2019)

En cuanto a la fraccion lipidica, esta se compone principalmente por fosfolipidos y alrededor
de 4% de colesterol. Asimismo, se ha reportado que presenta una composicién de acidos
grasos muy similar a la de tejidos de especies de peces de carne blanca como lisa y lenguado
(Sikorski, 1994). Sus componentes minerales mas abundantes son fosforo, potasio, sodio y

magnesio (Armenta, 2006).

En la Tabla 2 se muestra la composicion quimica proximal del manto de pota de acuerdo

con diferentes autores.
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Tabla 2. Composicion quimica proximal (g/100 g) del manto de pota D. gigas

Componente Promedig Promedig Promedicc) Promedig
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
Humedad 81,1 85,3 85,32 83,0
Proteina bruta 16,0 14,1 11,5 14,2
Grasa 11 0,5 0,48 1,4
Ceniza - 1,2 0,92 1,0

Fuente: 2 IMARPE(1996), ® Maza et al. (2003), ¢ Ibarra et al. (2006) y ¢ Omote (2019)

La fraccion comestible de este cefalopodo es de elevado valor nutricional ya que presenta
un importante contenido de proteinas, aminoacidos esenciales y bajo contenido de grasas;
asimismo, a diferencia de los peces su carne es de color blanco y no presenta espinas ni
escamas, caracteristicas que favorecen su empleo como materia prima o suplemento proteico

en la elaboracion de productos alimenticios con valor agregado.

2.9. Concentrado proteico de pota (CPP)
2.9.1. Antecedentes

En el marco del cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), también
Ilamados Objetivos Mundiales, incorporados en las principales politicas y estrategias
nacionales de desarrollo, el Gobierno Peruano, como estado miembro de la Organizacion de
las Naciones Unidas, aprobd el “Plan Nacional para la Reduccion y Control de la Anemia
Materno Infantil y la Desnutricion Cronica Infantil en el Perd: 2017-2021” con el objetivo
de reducir la tasa de desnutricion cronica en menores de cinco afos de 13,1% a 6,4% vy
reducir los niveles de anemia en nifias y nifios desde los seis hasta los treinta y seis meses de
edad de 43,61% a 19%, para el afio 2021.

De acuerdo con la Encuesta Demogréafica y de Salud Familiar ENDES, en el 2020 la
desnutricion crénica infantil afect6 al 12,1% de nifias y nifios menores de cinco afos de edad.
(Instituto Nacional de Estadistica e Informatica INEI, 2021). Sin embargo, es importante
sefialar que existe una gran diferencia de prevalencia de acuerdo al &rea de residencia. Solo

en el area urbana la desnutricion crénica afectd al 7,2% de los nifios mientras que en el area
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rural afectd al 24,8%. Las zonas rurales con mayor prevalencia (>20%) de desnutricion

cronica fueron Huancavelica, Cajamarca, Loreto.

La reduccion de la tasa coincide con el patron de la OMS, que sefiala la tendencia a la
disminucion a través de los afios; sin embargo, esta no se ha reducido lo suficiente. Mas adn,
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO vy la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico OCDE sefialan que la
pandemia causada por el coronavirus (COVID-19) ha agravado la desnutricion y que el
efecto combinado de la pérdida de ingresos y el aumento de precios de los alimentos hace
dificil garantizar la seguridad alimentaria para una poblacién mundial que sigue creciendo
por lo que afirman que sin esfuerzos adicionales de los estados miembros no se alcanzara el
objetivo dos (Hambre Cero) de los diecisiete Objetivos de Desarrollo Sostenible ODS, para
el 2030. (OECD/FAO, 2021)

A nivel nacional, se vienen implementando politicas publicas como el “Plan Nacional de
Seguridad Alimentaria y Nutricional 2015-2021” con el que se busca corregir patrones
alimentarios de malnutricion, garantizar la disponibilidad de alimentos nutritivos e inocuos
de origen agropecuario e hidrobiolédgico y asegurar su acceso sobre todo a la poblacién mas
vulnerable. Asimismo, existen programas sociales que contemplan diversas estrategias que
permitirian contribuir a lograr dicho fin como promover el desarrollo de alimentos
fortificados ricos en hierro y micronutrientes para la alimentacion infantil y la poblacion de
zonas criticas, asi como el mejoramiento de las practicas de alimentacion infantil y de las
gestantes incorporando alimentos ricos en hierro, variados, nutritivos, locales y en

cantidades adecuadas.

Por otro lado, existe una tendencia global de consumo de alimentos saludables y al respecto,
autoridades como el Ministerio de Produccién y el Ministerio de Salud recomiendan la
ingesta minima de dos veces a la semana de pescados o productos derivados de recursos
hidrobioldgicos. En ese sentido, existe una oportunidad para el desarrollo de alimentos a
base de proteinas de origen hidrobioldgico altamente nutritivos y que a la vez permitan

garantizar su disponibilidad e inocuidad.
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2.9.2. Definicién

Como se ha descrito en el Apartado 2.8.5, la pota D. gigas es un recurso rico en proteinas y
aminoacidos grasos poliinsaturados, de poca grasa y sabor menos intenso, en comparacion
con otras especies, resultando idéneo su empleo en la elaboracion de alimentos nutritivos

con valor agregado.

De acuerdo con Sonu (1973), existen diferentes métodos para la obtencién de concentrados
proteicos a partir de animales marinos. Estos pueden dividirse en tres categorias: Métodos a
base de extraccion por solventes, Métodos enzimaticos y Otros. En la tercera categoria se
agrupan los métodos orientados a la preparacion de aislados proteicos funcionales
manteniendo sus propiedades organolépticas. Ademas, sefiala que algunos de estos enfoques
son modificaciones o combinaciones de los métodos de extraccion por solvente y

enzimaticos.

Careche, et al. (2004) desarrollaron y mejoraron una patente para la elaboracion de un
concentrado proteico obtenido a partir del musculo de cefalopodos basandose en la
aplicacion de un lavado del musculo en medio acido (pH 4-5) y la consecuente precipitacion
isoeléctrica de sus proteinas miofibrilares. Este producto esta constituido principalmente a
base de agua (70-85%) y proteinas miofibrilares de cefalopodos (13-25%), se caracteriza por
su alta capacidad gelificante, cuando en otro proceso, se mezcle con cloruro de sodio o

potasio, se le afiadan aditivos especificos y se someta a calentamiento o a alta presion.

Lazo (2006) desarroll6 un método para obtener un concentrado proteico de pota con
caracteristicas sensoriales deseables que permitirian su utilizacion como insumo alternativo
para el enriquecimiento del contenido proteico en productos de panificacion, galleteria, etc.
En congruencia con ello, Roldan (2007), define al concentrado proteico de pota (CPP) como
una harina concentrada, elaborada sin el uso de solventes quimicos y obtenida Unicamente a
partir de la parte comestible o fraccién muscular, descartando piel, visceras, cartilagos y
tentaculos, que presenta una concentracion de proteina mayor al 85%, rica en acidos grasos
de tipo Omega 3 y que muestra buena estabilidad durante el almacenamiento. Ambos autores
hacen referencia a una harina de pota precocida como concentrado proteico de pota.
Asimismo, con relacién a ello, diferentes autores han desarrollado productos de
caracteristicas similares al CPP con el objetivo de utilizarlos para enriquecer productos
finales (Cordova, 2016; Calvo et al., 2016; Ortega, 1995 citado por Yenque, 2016).
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A modo de comparacion, en el caso de concentrados proteicos a base de pescado, durante la
lixiviacion se puede hacer uso de solventes organicos como isopropanol, etanol, etc. que
permiten la extraccidn de grasas. Por lo tanto, se definen dos tipos de concentrado, el tipo A
(que utiliza solvente) y el tipo B (que no utiliza solvente), ambos son igual de nutritivos; sin
embargo, el empleo de solventes aumenta los costos de produccién. En la Tabla 3 se
describen las diferencias en cuanto a la composicion proximal de los concentrados proteicos

de pescado y pota.

Tabla 3. Especificaciones técnicas de los concentrados proteicos de pescado y pota.

Concentrado proteico de Concentrado  Concentrado

a
Componente pescado proteico de proteico de
Tipo A Tipo B pota” pota°
Proteinas Min. 75% Min. 60% 86,04% 85,70%
Humedad Max. 10% Max. 10% 6,30% 7,60%
Grasas Max. 0,5% Sin limite 2,7% 3,90%
Cenizas Max. 15% Max. 20% 4,96% 1,84%

Fuente: 2 Madrid et al. (1994), ® Lazo (2006) y ¢ Rojas (2009)

En cuanto al uso del concentrado proteico de pota “CPP” como insumo, algunos estudios
estan orientados a determinar su idoneidad evaluando su comportamiento fisicoquimico,
organoléptico, funcional; sin embargo, también debe tenerse en cuenta que, en este caso, la
materia prima empleada para la elaboracion del concentrado proteico es un recurso con
evidencia de presencia de helmintos endoparasitos zoondticos como Anisakis spp., tal como
se describe en el Apartado 2.8.4., por lo que los tratamientos tecnoldgicos aplicados en el

procesamiento deben garantizar la obtencién de un producto inocuo.

En tal sentido, el método de acuerdo con Lazo (2006) implica varias etapas entre las cuales
esta la coccion a una temperatura aproximada de 85°C con lo cual se estaria asegurando la
muerte de las larvas de Anisakis spp. que puedan haber quedado enquistadas en el musculo

de la pota. Sin embargo, ello no quita que el producto final “CPP” contenga residuos de
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proteinas alergénicas de A. simplex y por ende se manifiesten cuadros alérgicos en la
poblacion previamente sensibilizada. Al respecto, diferentes estudios han demostrado que
estos alérgenos son altamente resistentes al calor, a las altas presiones, asi mismo se ha
comprobado la presencia del alérgeno Ani s 4 tanto en pescado parasitado o larvas luego de
someterlos a condiciones extremas de digestion con pepsina (Rodriguez- Pérez et al., 2008;
Olivares, 2012; Tejada et al., 2007; Rodriguez-Mahillo et al., 2008).

27



I1l. METODOLOGIA

3.1.  Lugar de ejecucion y periodo de experimentacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Procesos e Ingenieria
Pesquera y el Laboratorio de Microbiologia Pesquera del Departamento Académico de
Acuicultura e Industrias Pesqueras de la Facultad de Pesqueria de la Universidad Nacional
Agraria la Molina (UNALM).

La identificacion de las larvas se realizé en el Laboratorio de Acuicultura de la Facultad de
Pesqueria de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM) y en el Departamento
de Protozoologia, Helmintologia e Invertebrados (DPHI) del Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM)

El periodo de experimentacion estuvo comprendido entre setiembre del 2019 y febrero del
2020.

3.2.  Materiales y equipos
3.2.1. Materia primay material biologico

Para el estudio parasitologico se utilizaron 100 ejemplares de pota (D. gigas) procedentes de
La Puntilla, Atico y Matarani. La longitud y peso promedio del manto fueron de 51.6+3.54
cmy 2.450+0.52 Kg respectivamente.

Para la inmunodeteccion de Anisakis spp. se colectaron 80 larvas anisakideas obtenidas a
partir del manto y cavidad celémica de ejemplares de pota (D. gigas).

Para la elaboracion de los concentrados proteicos se utilizaron los mantos de nueve

ejemplares de pota conservados en congelacion (<18° + 3°C, 4 meses).

3.2.2. Materiales de laboratorio

- Vasos de precipitado de 50 mL, 100 mL
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Placas Petri de 90 mm. Diametro

Tubos Falcon de 50 mL

Tubos Crioviales de polietileno de 2mL

Tubos Eppendorf de 1,5 mL

Tubos de ensayo de polipropileno

Laminas porta objetos y laminillas

Estuche de diseccién x 9 piezas, marca: Dura Med

Otros: Coladora de acero inoxidable, Mesa de fileteo, Recipientes de plastico,
Bandejas de plastico, Cuchillos de fileteo, Crondmetro, Wincha, Hielo, Bolsas de

polietileno, Utensilios de limpieza.

3.2.3. Equipos

Microscopio trilocular, marca GREETMED, con cdmara CMEX-10 PRO
Estereoscopio, marca LEICA

Balanza analitica marca SARTORIUS BL210S

Balanza digital, marca DENVER INSTRUMENT

Potenciometro marca HANNA, modelo EDGE

Liofilizador FreeZone® Triad ™ Freeze Dry System, modelo 7400030,
LABONCO.

Termometro digital, MULTI-THERMOMETER

Congeladora horizontal -20°C modelo H300, ELECTROLUX,
Moledora de carne. Marca BERKEL

Moledora de harina

Horno secador, marca KTPERU

Estufa eléctrica

3.2.4. Reactivosy otros

Agua destilada

Alcohol al 70 por ciento

Suero fisioldgico al 0.85 por ciento
Glicerina

Acido lactico (Merck, Alemania)

Cristales de fenol (Merck, Alemania)
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3.3.  Meétodos Analiticos
3.3.1. Analisis sensorial de la materia prima

La evaluacidn de la materia prima fue realizada tomando como referencia las caracteristicas
organolépticas de cefalépodos fresco-refrigerados de acuerdo con el “Manual de indicadores
o criterios de seguridad alimentaria e higiene para alimentos y piensos de origen pesquero y
acuicola”, segin SANIPES (2010). Este método mide la calidad de la materia prima por
valoracion de mérito, siendo el maximo de 9 puntos para especimenes muy frescos y
5 puntos el limite por debajo del cual se descalifica y se considera No Apto para Consumo

Humano.
3.3.2. Analisis sensorial del Concentrado proteico de pota

La evaluacion sensorial de los 6 concentrados proteicos de pota obtenidos fue realizada
tomando como referencia la “Tabla de analisis sensorial para harina de pota precocida
(Dosidicus gigas) para consumo humano”, propuesta por Lazo (2006), detallada en el

Anexo 1.
3.3.3. Analisis fisicoquimicos y pH

De acuerdo con el tipo de muestra: Materia prima (MP), muestras de proceso (Musculo
cocido (MC), agua de coccion (AC), musculo lavado (ML), agua de lavado (AL)) y producto
final (CPP), se realiz6 la determinacion porcentual (%) de humedad, proteina total, grasa,

cenizay pH.

- Humedad
Se realiz6 de acuerdo con el método descrito por AOAC, 950.46 (2005)
- Proteina total.
Se realiz6 de acuerdo con el método descrito por AOAC, 984.13 (2005)
- Grasa.
Se realiz6 de acuerdo con el método descrito por AOAC, 2003.05 (2005)
- Ceniza
Se realizd de acuerdo con el método descrito por AOAC, 942.05 (2005)
- pH
Mediante el método del potenciémetro, segin AOAC (2012)
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3.4. Andlisis estadistico

Para la evaluacion estadistica de la composicidon proximal de los seis concentrados de pota
se aplico el Analisis de Varianza (ANOVA) a fin de verificar la significancia al analizar
proteina, humedad, grasa y ceniza.

Para el andlisis de las muestras de proceso del presente estudio se realizo la prueba de
Friedman para determinar significancias en la proteina de los diferentes tratamientos para la
muestra AL 1, por otro lado, se aplic6 ANOVA para las muestras: AL2, ML1y ML2.

Para la evaluacion estadistica de los Lotes de musculo lavado de merluza infestada se valido
el cumplimiento de todos los supuestos para el ANOVA, a fin de verificar la significancia

de proteina, humedad, pH y antigenos Ani s 4 y Extracto crudo de A. simplex.

Se utilizo el programa estadistico RStudio version 1.3.1056, 2009-2020.

3.5. Metodologia Experimental
3.5.1. Estudio de nemétodos anisakidos en pota D. gigas
3.5.2.1.  Obtencion de material biologico

Se realizé el muestreo de 100 individuos de D. gigas durante el periodo comprendido entre
setiembre y noviembre del 2019. Los ejemplares fueron proporcionados por la Empresa
Derivados de Pota. La materia prima fue recepcionada en javas en condiciones de
refrigeracion, eviscerada, entera o seccionada, y fueron seleccionadas al azar en la planta de
congelado para su evaluacion. La temperatura durante la manipulacion de las muestras fue
<5°C. Se registraron los datos de procedencia de captura, fecha y hora de recepcion e

inspeccion en planta.

3.5.2.2.  Registro de datos morfométricos

La examinacion de los ejemplares se realizd en diferentes instalaciones. De manera
preliminar, se realiz6 una inspeccién en condiciones de laboratorio, para lo cual las muestras
fueron trasladadas en javas con hielo desde la planta de congelado hacia el Laboratorio de
Procesos e Ingenieria Pesquera. Posteriormente, la evaluacion se realizo in situ en la planta

de congelado durante la recepcion de materia prima.
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Previa a la deteccién de parasitos, los ejemplares fueron numerados e identificados
individualmente, se les realiz6 un examen visual externo para la revision de posibles lesiones
externas macroscopicas y se determind su nivel de frescura de acuerdo a SANIPES (2010).
Luego se procedio a tomar los datos morfométricos de cada ejemplar, para ello se colocé a
los ejemplares ventralmente sobre la mesa de diseccion y utilizando una wincha y una
balanza digital se procedio a determinar la longitud total y dorsal del manto en cm y el peso

del manto en kg, respectivamente.

3.5.2.3.  Deteccidn, colectay fijacion de parasitos anisakidos

Se realiz0 la deteccidn de parasitos anisakidos mediante examen visual simple y con la ayuda
de un estereoscopio se examinaron el manto, restos de la cavidad celémica, plumay gonadas.
Los paréasitos encontrados fueron extraidos empleando un bisturi, estilete y pinzas, evitando

lesionarlos.

Se realizaron dos inspecciones, en la primera se colectaron y fijaron todas las larvas de
anisékidos encontradas en el muestreo de D. gigas (n=100), y posteriormente se realizé la
identificacién morfoldgica. En la segunda inspeccion se colectaron larvas adicionales que se
mantuvieron vivas en solucién salina al 0,85% y en refrigeracion (5 £ 1°C) para su posterior

liofilizacion e identificacion molecular.

Para la fijacion de los neméatodos anisakidos, se colocaron las larvas en una placa Petri y se
lavaron en solucion salina (0,85%); simultaneamente, en un vaso de precipitado, se calent6
en bafio maria, alcohol de 70% hasta 70°C. Se colocaron las larvas en una nueva placa Petri
retirando la mayor cantidad de solucion posible y se agreg6 rapidamente el alcohol caliente.
Posteriormente, las larvas fueron preservadas en alcohol de 70% en crioviales de 5 mL
previamente rotulados con los datos: Localizacién del parasito, Nombre cientifico del

huésped, NUmero de huésped y Nombre del colector.

3.5.2.4. Identificacion morfoldgica de parasitos anisakidos

La identificacion de parasitos anisakidos se realizo en Laboratorio de Acuicultura de la
Facultad de Pesqueria de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM) y se contd
con la asesoria de la Dra. Lidia Sanchez del Departamento de Protozoologia, Helmintologia
e Invertebrados (DPHI) del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM).
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Las larvas de anisakidos fijadas anteriormente fueron aclaradas con lactofenol para la
visualizacion de las estructuras anatomicas internas. El tiempo de aclaramiento varié entre
especimenes debido al grosor de la cuticula. Se utiliz6 un microscopio estereoscopio que
permitié la medicién de los parasitos y sus estructuras a partir de lo cual se identificaron
tomando como referencia las claves taxondmicas de acuerdo con Timi et al., 2001;

Felizardo, et al., 2009; Saad et al., 2012. Se realiz6 la toma de micrografias.

3.5.2.5. Identificacion molecular de parasitos anisakidos

En un inicio se planted la identificacion a nivel molecular de los parésitos anisakidos. Para
ello se realiz6 un segundo muestreo de ejemplares D. gigas. Se colectaron 40 larvas
anisakidas colectadas del musculo y 40 larvas anisakidas colectadas de la cavidad celomica,
se mantuvieron en solucién salina (0.85%) en refrigeracion (5°C, < 48 h) y posteriormente
se liofilizaron en tubos Eppendorf de 2 mL. Con el fin de conservarlas en déptimas
condiciones para su traslado hasta Madrid, Espafia y poder llevar a cabo su analisis en
coordinacion con el Instituto de Ciencias y Tecnologia de Alimentos (ICTAN); sin embargo,
debido a la pandemia del Covid — 19 producida por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 se
generaron multiples restricciones por lo que no se logré completar este parte del estudio. Las
muestras liofilizadas se conservan en el Laboratorio de Procesos e Ingenieria Pesquera de la
UNALM.

3.5.2.6. Andlisis ecoldgico

Se realiz6 el analisis cuantitativo de los nematodos anisakidos presentes en los 100
ejemplares de pota muestreados. Se determind los valores de prevalencia, intensidad media

de infeccidn, intensidad de infeccion y abundancia de acuerdo con Bush et al. (1997).

- Prevalencia de infeccidén (Prev). Se calcula como la relacion entre el nimero de
hospederos parasitados de una especie particular de paréasito dividido entre el nimero

total de hospederos examinados y expresado en porcentaje.

Numero total de ejemplares parasitados

Prev = ( ) X 100%

Numero de ejemplares examinados
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- Intensidad media de infeccion (IMI). Se determina como el nimero total de
parasitos de una especie particular encontrados en una muestra dividido entre el

numero de hospederos infectados con el parasito.

IM[ = (Nl’lmero total de parasitos de una especie particular encontrados)
B Numero de hospederos infectados con aquel parasito

- Intensidad de infeccidn (I1). Se expresa como el nimero maximo de individuos de
una especie de parasito en particular en un solo hospedero infectado y sirve para

conocer el hospedero més infectado.

- Abundancia media de infeccion (AMI). Se calcula como el nimero de individuos
de una especie particular de parasito en una muestra de una especie hospedera
dividido entre el nimero total de hospederos examinados (incluye los hospederos

infectados y no infectados).

AM (Nﬁmero total de parasitos de una especie)
- Nudmero de hospederos examinados

En la presente investigacion no se evaluo toda la poblacién parasitaria, se analizaron solo

larvas de nematodos anisakidos, excluyendo otras especies parasitos.

3.5.2. Estudio comparativo del efecto del proceso de lixiviacién de musculo de
pota precocida durante la elaboracion de concentrado proteico de pota
(CPP) y de musculo crudo de merluza durante la elaboracion de surimi, en

la cuantificacion de alérgenos de A. simplex

Para este estudio se realiz6 la elaboracion de seis concentrados proteicos de pota de acuerdo
con la metodologia que se describe en el Apartado 3.5.1.1. Adicionalmente, a partir de data
no publicada de Olivares (2012), quien realiz6 un proceso similar de lavados sucesivos tipo
surimi en musculo de merluza, se realiz6 una evaluacion comparativa del comportamiento
de la proteina, pH y antigenos Ani s 4 y Extracto crudo de Anisakis simplex. Se determino
el efecto potencial de la lixiviacion, proceso que consiste en la aplicacion de lavados
sucesivos, en la eliminacion de alérgenos de A. simplex durante la elaboracion del

Concentrado proteico de pota
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3.5.2.1.  Elaboracién de Concentrado Proteico de pota

Se utilizaron los ejemplares de pota de los lotes evaluados durante el periodo de muestreo.
Se retir0 la cabeza, aletas y restos de visceras quedando solo los mantos a los que se les
realiz6 un lavado para la eliminacion de restos de piel y suciedad. Posteriormente, los mantos

fueron almacenados en congelacion (-18°C; 4 meses) hasta su posterior uso.

La elaboracion de los concentrados proteicos (CPP) fue realizada de acuerdo a la
metodologia descrita por Lazo (2006), con modificaciones para el presente estudio. En la
Figura 8 se presenta el esquema experimental para los procesos de coccién de musculo y
lixiviacién del masculo precocido de pota D. gigas. En el Anexo 2 se presenta el diagrama
del proceso de elaboracién de los concentrados proteicos de pota D. gigas.

3.5.2.2.  Determinacion de alérgenos de A. simplex en musculo lavado de merluza

El alérgeno objeto de estudio es el Ani s 4 por reunir caracteristicas idoneas como un bajo
peso molecular (9 kDa), resistencia a tratamientos que aplican condiciones extremas de calor
y digestion (Rodriguez-Mahillo et al., 2007). Asimismo, de acuerdo con Moneo et al.,
(2005), Ani s 4 se considera un alérgeno de relevancia clinica dada la magnitud de los
sintomas en los pacientes sensibilizados (27% reactividad), quienes presentaron episodios
méas severos de anafilaxia. También se ha demostrado su resistencia en procesos de
autoclavado y que mantiene su capacidad de unir IgE y activar basofilos en pacientes
sensibilizados (Carballeda, 2017).

Se tomaron como referencia los datos de porcentaje de proteina, pH, cantidad de antigenos
Ani s 4 y Extracto crudo de Anisakis simplex a partir de los lavados sucesivos tipo surimi en
musculo de merluza con parasitacion artificial (50 larvas/100g musculo), en que se utilizaron
diferentes soluciones de lavado: H>O, Agua y NaClO, Hipoclorito sédico 20 ppm. El
musculo de merluza fue sometido a tres lavados sucesivos en proporcion masculo:solucion
de lavado (p:v) de 1:4.

La técnica empleada para la determinacion de alérgenos en musculo lavado de merluza y

soluciones de lavado seguida por Olivares (2012), se describe a continuacion:

1. Elaboracién de extracto crudo antigenico de A. simplex y Ani s 4 recombinante.
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2. Elaboracion de los antisueros anti-extracto crudo de A. simplex y anti-Ani s 4
recombinante, obtenidos a partir de la inmunizacion de conejos con extracto crudo

de A. simplex o con Ani s 4 recombinante, respectivamente.

3. Aplicacion del método de extraccion y deteccidn de alérgenos de Anisakis simplex
segun la Patente N° 2 340 978, de acuerdo con Rodriguez-Mahillo et al., (2010):

a. Extraccion para inmunoblotting.
Primero se realiza la extraccién de alérgenos del masculo de merluza y sus
derivados (aguas de lavado), para lo cual las muestras se homogenizan con
solucion salina en una proporcion de 1:3 (p:v). La mezcla se sonica durante
15 minutos y se centrifuga a 5000 x g durante 30 min a 20°C. Se descarta el
precipitado y el sobrenadante se acidifica con HCI hasta un pH<l y
concentracion final de 0,075 mM. Luego se incuba por 15 min a temperatura
ambiente y se neutraliza con NaOH hasta un pH 7. Por ultimo, el

sobrenadante resultante es el extracto empleado en la deteccion de alérgenos.

b. Cuantificacion de alérgenos mediante Dot Blot (DB).
Se aplica 3 pL del extracto obtenido en el paso anterior en una membrana de
nitrocelulosa (10 min, 37°C). La membrana se rehidrata con PBS por 10 min
y luego se incuba con anti-Ani s 4 o con anti-extracto crudo de A. simplex en
proporcion 1:10000 por 1 hora. Se realizan 3 lavados sucesivos con TTBS x
5 min. Posteriormente, se incuba con Anti 1gG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina en solucion TTBS (1:2500). Luego de una hora de revela
el DB utilizando sustrato de fosfatasa alcalina BCIP/NBT. Finalmente, los
resultados se expresan en microgramos de Ani s 4 o extracto crudo de A.

simplex por gramo de musculo de merluza (ug ?)
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LS: Lavados sucesivos AC: Agua de coccion PB: Proteina bruta
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Al: Agua de lavado
ML: Musculo lavado

Figura 8. Esquema del disefio experimental para los procesos de coccion de musculo y

lixiviacion de musculo precocido de pota Dosidicus gigas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de la materia prima
4.1.1. Anadlisis sensorial y datos morfométricos

Para el presente estudio se evaluaron un total de 100 ejemplares de pota, dividido en 3 lotes,
con Longitud Dorsal del Manto (LDM) entre 44,0 cm y 60,5 cm, procedentes de La Puntilla
(n=27), Atico (n=34) y Matarani (n=39), que se mantuvieron en refrigeracion (< 3 = 1°C,

<48 h) desde su captura hasta su recepcion en la planta de congelados.

Se evaluo la frescura de los ejemplares tomando como referencia los criterios fisico-
organolépticos de los cefalépodos de acuerdo con SANIPES (2010), se asigné puntajes
obteniendo como resultado un promedio de 8 puntos correspondiendo a la categoria de

“Extra”, valor que indica 6ptima calidad.

Bravo (2001) y Ordofiez & Placido (2004) proponen evaluar con mayor detalle el indice de
calidad para pota, considerando mas atributos y caracteristicas para cada parametro
(Apariencia de la piel, ojos, textura del musculo, superficie del manto abierto y sin piel y
tentaculos). Bravo (2001) asigna un puntaje maximo total de demérito de 21 puntos para
pota que ha perdido toda su condicion de frescura y le atribuye un maximo de 11,63 puntos
demérito para pota de Optima calidad. Omote et al. (2014) y Lazo (2006) obtuvieron 6 y 8
puntos demérito, respectivamente. Hurtado (2014), evalué solo los parametros
correspondientes al manto, obteniendo 2 de un méximo de 7 puntos demérito,
correspondiendo en todos los casos a materia prima (conservada en hielo o refrigerada) de
buena calidad. No obstante, para este estudio se optd por utilizar la metodologia propuesta
por SANIPES (2010), que consiste en un método mas rapido de evaluacion ya que se trataba
de materia prima lista para su procesamiento en la planta de congelado. Cabe mencionar que
los ejemplares evaluados estuvieron almacenados en refrigeracién el menor tiempo posible
(< 48 horas desde su captura) asegurando cumplir estrictamente la cadena de frio, a
diferencia de ejemplares que son adquiridos en mercados locales donde puede haber un

menor control de las condiciones de frio y almacenamiento.
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En general el atributo que mostro una infima disminucién de la frescura fue el brillo, ademas
se entiende que se asigna el maximo puntaje a materia prima recién capturada. De acuerdo
con Ordofiez & Placido (2004), ejemplares de calamar gigante almacenados en hielo
mantuvieron sus caracteristicas de frescura hasta los 9 dias, observando que los primeros
cambios durante el proceso de descomposicion se notan en el brillo y color de la piel y la
pérdida de succion de los tentaculos, luego del quinto dia observaron el gradiente cambio de

color del masculo sin piel tornandose amarillento.

Respecto a los datos morfométricos registrados en el muestreo de los tres lotes de ejemplares
de pota (n=100), en la Figura 9 se presenta la relacion entre la LDM (Longitud Dorsal del
Manto) y el PEM (Peso Estandar del Manto).
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Figura 9. Relacion entre la LDM (Longitud Dorsal del Manto) y el PEM (Peso Estandar del

Manto) de los 100 ejemplares muestreados de pota D. gigas.

Los ejemplares de pota de mayor peso y tamafio fueron los procedentes de La Puntilla
mientras que los individuos procedentes de Atico fueron los mas pequefios. En el Anexo 3

se presenta la relacién LDM vs PEM de acuerdo con la procedencia de captura.

4.1.2. Composicion quimica proximal

La composicion quimica proximal del manto de pota evaluado se detalla en la Tabla 4. Estos
resultados fueron semejantes a los reportados por IMARPE (1996), Bravo (2001), Maza et
al. (2003) y Omote (2019). Las ligeras desviaciones entre los componentes ocurren
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posiblemente por la influencia de factores como el estado nutricional, madurez sexual, sexo,
época del afo, entre otros (Sikorski, 1994; Huss, 1999).

Tabla 4. Composicién quimica proximal (g/100 g) del manto de pota D. gigas

Componente Promedio (g/100 g)
Humedad 81.1
Proteina bruta 16.0
Grasa 0.41
Ceniza 1.08

4.2. ldentificacion de Anisakidos

En 100 ejemplares del cefalépodo Dosidicus gigas, se registraron dos especies de nematodos
en total, correspondientes a dos géneros de la misma familia Anisakidae: Hysterothylacium

y Anisakis.

El resumen de las especies de larvas encontradas en D. gigas de acuerdo con su localizacion

en el hospedero se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de las especies de neméatodos anisakidos encontrados en pota D. gigas

Localizacion en el hospedero

Orden Familia Especie

Musculo Visceras
ASCARIDA ANISAKIDAE Hysterothylacium sp. X
ASCARIDA ANISAKIDAE Anisakis Tipo Il X

Cabe sefialar que el reconocimiento y diferenciacion morfoldgica en nematodos es mas
dificultoso en las larvas L3 en comparacion con los especimenes adultos. De acuerdo con
Abattouy (2012), en el diagnostico morfolégico de larvas L3 del género Anisakis se podria
determinar que se trata de Anisakis Tipo | o Tipo Il, sin embargo, la identificacién precisa
de las especies incluidas en los morfotipos mencionados es limitada.
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4.2.1. Descripcion de las especies de los nematodos identificados

Hysterothylacium sp.

PHYLUM: NEMATODA

CLASE: CHROMADOREA

ORDEN: ASCARIDIDA Yamaguti, 1961
FAMILIA: ANISAKIDAE Railliet & Henry, 1912

SUBFAMILIA: RAPHIDASCARIDINAE Hartwich, 1954

GENERO: Hysterothylacium Ward & Margath, 1917

Descripcion: (Basada en 5 especimenes) Larvas del tercer estadio de color blanquecino,
cuticula con fina estriacion transversal, longitud total 23,31 - 33,55mm. Presencia de labios
prominentes. En la region anterior, el anillo nervioso ubicado cerca al poro excretor.
Presencia de apéndice ventricular y ciego intestinal. En la regién posterior, cerca al ano se
encontraron de 3 a 4 glandulas rectales y cola conica alargada que se hace muy delgada en
el extremo caudal donde finaliza de forma redondeada con presencia de mucron. (Ver Anexo
4)

Localizacién de infeccion: Libre (sin capsula) pero incrustada en el masculo, debajo de la

piel interna del manto.
Prevalencia de infeccién: 30%
Intensidad de infeccién (min —méx): 1 -6

Cddigos de coleccion: Material depositado en la Coleccion Helmintologica y de
Invertebrados afines MUSM N° 4757 - 4761
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200um

Figura 10. Larva L3 de Hysterothylacium sp. A) Extremo anteroventral (d: diente
cuticular, pe: poro excretor) B) Region ventricular (ci: ciego intestinal, ap: apéndice
ventricular) C) Extremo posterior (a: ano, mu: mucréon)
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Anisakis Tipo 11

PHYLUM: NEMATODA

CLASE: CHROMADOREA

ORDEN: ASCARIDIDA Yamaguti, 1961
FAMILIA: ANISAKIDAE Railliet & Henry, 1912

SUBFAMILIA: ANISAKINAE Railliet & Henry, 1912

GENERO: Anisakis Dujardin, 1845

Descripcion: (Basada en 5 especimenes) Larvas del tercer estadio enrolladas en un quiste
de color rosa — anaranjada, longitud total 32,72 - 37,48mm. Cuerpo mas grueso Yy cuticula
con marcada estriacion transversal en comparacion con Hysterothylacium sp. Presencia de
poro excretor cercano al diente cuticular, longitud del esofago 3.88 - 4.28mm, la distancia
del anillo nervioso al extremo anterior 0.65 - 0.71mmy longitud de ventriculo corto 1.17 -
1.45mm. Regidn posterior conica y extremo caudal con ausencia de mucrén, la distancia de

la cola postanal fue de 0.25 - 0.45mm. (Ver Anexo 5)

Localizacién de infeccion: Enquistadas en los restos de la cavidad celémica (tejidos de
6rganos como glandula nidamentaria, gonadas, etc), también se localizd enquistada en la

estructura interna de la pluma. Todos los quistes contenian una sola larva.
Prevalencia de infeccion: 27%
Intensidad de infeccion (min —max): 1-5

Cdbdigos de coleccion: Material depositado en la Coleccion Helmintoldgica y de
Invertebrados afines MUSM N° 4752-4756
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Figura 11. Larva L3 de Anisakis Tipo Il. A) Extremo anteroventral (d: diente
cuticular, an: anillo nervioso, e: es6fago) B) Region ventricular (ve: ventriculo) C)

Extremo posterior (a: ano)

44



La identificacion y clasificacion especifica de Anisakis spp. resulta de gran importancia ya
que se ha determinado que A. simplex es el principal responsable de los episodios de
parasitosis y alergia alimentaria (Audicana & Kennedy, 2008). Recientemente, en Per( se
ha identificado molecularmente larvas de Anisakis de los morfotipos | y Il colectadas de
especies hidrobioldgicas del litoral peruano, que se corresponderian con A. pegreffi y A.
physeteris, respectivamente (Aco et al., 2020; Martinez-Rojas et al., 2021), lo cual podria

suponer que Anisakis spp. infestando a D. gigas podria ser A. physeteris.

En el Perd, se ha reportado un reducido nimero de casos de anisakiasis, de los cuales tres
presuntamente fueron causados por Anisakis del morfotipo Il (Tantaledn & Huiza, 1993) y
uno por Anisakis del morfotipo | (Martinez R. citado por Cabrera & Trillo-Altamirano
(2004)). Aungue en los Gltimos afios no se han presentado casos nuevos, no se deberia restar
importancia o descartar el riesgo de contraer esta zoonosis, la cual en otros paises es
considerada una amenaza a la salud publica. Son diversos los estudios que han demostrado
la presencia de Anisakis spp. en especies marinas de mayor consumo procedentes del litoral
peruano (Quiroz, 2014; Vasquez-Ruiz & Jara-Campos; 2012; Chero et al., 2014; Chero et
al., 2016; Serrano-Martinez etal., 2017), por lo que la enfermedad podria estar subregistrada

por falta de diagndstico.

4.3. Evaluacién de la nematofauna
4.3.1. Indices parasitoldgicos y frecuencia parasitaria

La prevalencia total o parasitismo global por anisakidos fue del 48%. La prevalencia de
infeccion fue ligeramente mayor por Hysterothylacium sp que por Anisakis Tipo Il. Se
registré una mayor frecuencia de larvas Hysterothylacium sp., sin embargo, Anisakis Tipo Il

tuvo una mayor intensidad media de infeccion.

En la Tabla 6 se muestra el resumen de los indices parasitoldgicos y frecuencia parasitaria

de los nematodos anisakidos detectados.
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Tabla 6. Prevalencia, Frecuencia parasitaria, Intensidad media de infeccion (IMI),
Intensidad de Infeccion (I1) y Abundancia media (AM) de anisékidos de pota D. gigas
procedentes de La Puntilla, Atico y Matarani, Per0.

Especimenes Prev. (%) Frecuencia IMI I AM
Hysterothylacium sp. 30 45 1,50 1-6 0,45
Anisakis Tipo Il 27 42 1,56 1-5 0,42

Los tres lotes evaluados presentaron prevalencias totales de infeccion distintas: La Puntilla
(n=27, Prev. 41%), Atico (n=34, Prev. 26%) y Matarani (n=39, Prev. 72%). En la Figura 12
se presenta el porcentaje de hospederos infectados con larvas de anisakidos respecto al total
de ejemplares examinados en cada lote de pota, mientras que las prevalencias de infeccién
por Hysterothylacium sp. y Anisakis Tipo Il de acuerdo a la procedecia del hospedero se

muestran en la Figura 13.

Respecto a la frecuencia parasitaria, en la Tabla 7 se detalla el numero de larvas de

Hysterothylacium sp. y Anisakis tipo I1, segun la procedencia del hospedero D. gigas.
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Figura 12. Prevalencia total de infeccidn segun la procedencia del hospedero D. gigas.
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Figura 13. Prevalencia de infeccion por Hysterothylacium sp. y Anisakis tipo I, segun la

procedencia del hospedero D. gigas.

Tabla 7. Nematodos colectados a partir de D. gigas, de acuerdo con el lugar de procedencia
del hospedero.

Procedencia Hysterothylacium  Anisakis Total %Total
sp. Tipo Il Nematodos Nematodos
La Puntilla 10 9 19 21,8%
Atico 6 9 15 17,2%
Matarani 29 24 53 60,9%

En el Perd, la mayoria de las investigaciones se han orientado a evaluar la parasitofauna en
especies de peces marinos de importancia comercial en las que se ha reportado la presencia
de helmintos zoonoticos de la Familia Anisakidae (Serrano-Martinez et al., 2017; Chero, et
al. 2016; Chero et al., 2014; Quiroz, 2014; Vasquez- Ruiz & Jara-Campos, 2012; lannacone,
et al., 2012; lannacone et al., 2010) y solo se tiene un reporte en una especie de la amazonia
peruana Astronotus ocellatus “Acarahuazi” con presencia de larvas de Contracaecum sp.
(Serrano-Martinez et al., 2016).
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En el caso de cefaldépodos, diferentes estudios orientados a la evaluacidn de parasitos en pota
D. gigas indican la presencia de céstodos, trematodos y nematodos de los cuales, por su
implicancia zoondtica, se ha logrado identificar morfoldgicamente larvas L3 de la familia
Anisakidae tales como, Anisakis simplex o Tipo I, Anisakis physeteris o Tipo Il y

Contracaecum sp. con niveles de prevalencias variables.

Estudios iniciales realizados por Gonzales & Mendo (1998) y Sarmiento et al. (1999)
reportaron la presencia de Anisakis sp. en pota capturada en la costa peruana. Shukhgalter &
Nigmatullin (2001), registraron la presencia de larvas de la familia Anisakidae (Anisakis,
Contracaecum y Porrocaecum) en pota capturada del Pacifico Este Central, encontrando
una mayor infestacion por A. physeteris (24,2%) que por A. simplex (9,2%). Del mismo
modo, lannacone & Alvarifio (2009), reportaron una mayor prevalencia de A. physeteris o
complejo tipo Il (Prev. 19,04%, IMI:1,75), en comparacion con A. simplex o complejo tipo
| (Prev. 4,76%, IMI: 1,5) en pota procedente de la zona norte del Pert. Asimismo, dado que
D. gigas es un recurso cuya distribucion supera los limites maritimos nacionales, en
ejemplares procedentes de la costa central de Chile se ha reportado la presencia de Anisakis
Tipo Il y Anisakis Tipo | con prevalencias de 17.7% y 6.5%, respectivamente (Pardo-
Gandarillas et al., 2009)

Los estudios detallados anteriormente sefialan una mayor prevalencia por Anisakis tipo Il en
comparacion con su congénero Anisakis tipo 1. Asimismo, las prevalencias por Anisakis tipo
Il han sido relativamente bajas (menores al 25%), con excepcion de la prevalencia reportada
por Céspedes (2010) quien encontro larvas de A. physeteris con una prevalencia del 50% en
pota capturada en Puerto Lomas, Arequipa. Este mayor nivel de parasitacion en ejemplares
procedentes de la zona sur del litoral peruano también se observé en el presente estudio,
como se puede ver en la Figura 13, los ejemplares de los lotes procedentes de Atico y
Matarani, Arequipa presentaron en conjunto una prevalencia por Anisakis Tipo Il mayor al

del lote de La Puntilla, Ica.

La presencia de Anisakis physeterys, del morfotipo 11, ha sido reportada en otros calamares
como T. sagittatus y O. bartrami (Mattiucci & Nascetti, 2008; Nigmatullin et al., 2009) y
Anisakis simplex en T. sagittatus (Cipriani et al., 2021)

Respecto al género Hysterothylacium, se han descrito 65 especies de las cuales doce han
sido halladas en América del Norte, América del Sur y en el archipiélago de Hawai (Gopar

et al., 2005). Estos neméatodos presentan un ciclo de vida heteroxeno al igual que Anisakis.
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De acuerdo con Kgie (1993) y Gonzéles (1998), estos nematodos presentan cuatro mudas:
las dos primeras ocurren dentro del huevo y las dos ultimas en el hospedero definitivo. Tiene
como primer hospedero intermedio a invertebrados marinos (misidaceos, isopodos,
copépodos y en su mayoria anfipodos); sin embargo, cuando las larvas L3 han adquirido su
capacidad infectiva pero aun son muy pequefias (< 3 mm), estas requieren obligatoriamente
de un segundo hospedero intermedio no crustaceo o de un hospedero de transporte como
poliquetos o peces. Luego, los especimenes alcanzan la madurez sexual en el tracto digestivo
de los hospederos definitivos que generalmente son peces teledsteos marinos, estuarinos o
de agua dulce (Anderson, 2000) o mamiferos marinos (Lopes et al., 2011). Raffel &
Anderson (2009) encontraron adultos de H. burtti n. sp. en el anfibio Notophthalmus
viridescens sugiriendo, en este caso, que su presencia puede estar ligada a la cercana
asociacion ecoldgica que existe entre tritones y los peces de agua dulce que viven en el

mismo medio.

Los especimenes Hysterothylacium son semejantes a los del género Contracaecum por la
presencia de apéndice ventricular y el ciego intestinal, pero se diferencian por la posicion
del poro excretor el cual se ubica al nivel del anillo nervioso en Hysterothylacium o cercano
al interlabio ventral en Contracaecum (Deardorff & Overstreet, 1981a;1981b; Moravec,
1998)

Bower & Margolis (1991) encontraron larvas de Hysterothylacium sp. (100%) y Anisakis
simplex (13,2%) parasitando el cefalépodo Ommastrephes bartrami en aguas del Pacifico
Norte. Pico-Duran et al., (2016) identificaron larvas de los géneros Anisakis y

Hysterothylacium en el cefalépodo llex coindetti.

Algunas de las especies de Hysterothylacium registradas en el Pacifico Sur son: H. winteri
(Torres & Soto, 2004) y H. aduncum (Gonzales, 1998; Torres et al., 2010), ambas en Chile.
También se han reportado la presencia de estos nematodos en otros paises de la regién como
Argentina (Moravec et al., 1997; Incorvaia & Diaz de Astarloa, 1998) y Brasil (Pantoja et
al., 2016; Saad et al., 2012; Lopes et al., 2011; Knoff et al., 2012).

En Perd, atn no hay registros de Hysterothylacium en D. gigas; sin embargo, la presencia
de larvas de Hysterothylacium sp. ha sido reportada en otras especies marinas como Sarda
chilensis (Chero et al. 2016), Paralichthys adspersus (lannacone et al., 2012), Stromateus
stellatus (lannacone et al., 2010). Ademaés, Cabrera et al., (2002) y Véasquez-Ruiz & Jara-

Campos (2012) registraron adultos y larvas de Hysterothylacium sp. en Coryphaena
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hippurus. Luego, Gomez-Puerta (2014) identifico, a nivel de especie, adultos de
Hysterothylacium pelagicum que se encontraban infestando el mismo hospedero.
Recientemente se ha reportado el primer registro de larvas L3 Hystherothylacium sp. en E.

volitans (Naupay et al., 2019).

En el presente estudio, a pesar de presentar un importante grado de prevalencia de
anisakidos, se observd una baja intensidad media de infeccion, es decir, una baja cantidad
de larvas por cada ejemplar infestado. Los niveles de infestacion por Anisakis tipo Il
obtenidos se asemejan a los reportados por Shukhgalter & Nigmatullin (2001). No se
hallaron larvas de Anisakis tipo | y el parasito de mayor importancia especifica, en términos

de prevalencia y abundancia media, fue Hysterothylacium sp.
4.3.2. Localizacion del parasito en el hospedero

En general, estudios han demostrado que la mayor carga parasitaria se ha detectado en la
cavidad abdominal o visceras de las especies hospederas estudiadas. Kalay et al., (2009)
sugieren que Hysterothylacium puede encontrarse como larvas L3 enquistadas en las
visceras y, como L4 y adultos libres en el intestino de peces teledsteos. La mayoria de los
individuos de Hysterothylacium reportados en peces estuvieron localizados en la cavidad
celémica (mesenterios, estomago e intestino) (Deardoff & Overstreet, 1982; Kaie, 1999;
lannacone et al., 2010; lannacone et al., 2012; Gomez-Puerta, 2014; Chero et al., 2016;
Dinizetal., 2021). Cabrera et al., (2002) también registro Hysterothylacium sp. en la cavidad
bucal de C. hippurus. A diferencia de lo reportado por estos autores, en este estudio, las
larvas de Hysterothylacium sp. fueron detectadas de forma libre incrustadas en la pared
interna del manto, al igual que lo reportado por Picé-Duran et al., (2016) quienes recuperaron
larvas de Hysterothylacium localizadas en el muasculo de Ilex coindetti mediante digestion

enzimatica.

Aunque los ejemplares de D. gigas evaluados estaban eviscerados, se pudo detectar larvas
de Anisakis Tipo Il las cuales se encontraron encapsuladas en la cavidad celomica (restos de
membrana celémica y restos de gonadas) y en la concha (al interior de la pluma). En el
mismo hospedero, Shukhgalter & Nigmatullin (2001) reportaron larvas L3 de A. simplex
enquistadas en la membrana celémica y ovario, mientras que las larvas L3 de A. physeteris
se localizaron adicionalmente en la pared estomacal. Ademas, Gonzéles & Mendo (1998)
describieron a las larvas de Anisakis sp. como helmintos de coloracion rosada, que se

encontraban enrolladas y revestidas individualmente por una cépsula, localizadas en la
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cavidad interna del cuerpo a ambos lados de la glandula nidamentaria y del testiculo o

interiormente debajo de la membrana que envuelve a dichos 6rganos.

Visualmente, durante la deteccion de los parasitos, se observaron unas lesiones en la pared
interna del manto que permitieron ubicar las larvas de Hysterothylacium sp al remover las
fibras musculares con ayuda de un estilete, aunque no siempre con éxito. Acosta & Silva
(2015) no tuvieron inconvenientes en identificar larvas Hysterothylacium sp. en el pez
ornamental Hyphessobrycon eques previamente congelado; sin embargo, durante el
muestreo de los lotes de pota se pudo constatar que la dificultad para detectar y colectar los
parasitos por inspeccion visual es mayor en los ejemplares congelados puesto que las larvas
de Hysterothylacium sp. al ser de color blanquecino y no presentar motilidad se confunden
con las fibras musculares y hacen dificil su reconocimiento. Por esta razén, se sugiere
realizar el muestreo con especimenes frescos o refrigerados con un tiempo minimo de

almacenamiento después de su captura.

Por otro lado, las larvas de Anisakis Tipo Il que se extrajeron de los restos viscerales y pluma
se encontraban encapsuladas y tenian una coloracion rosa—anaranjada tal como lo reportaron
algunos autores (Gonzales & Mendo, 1998; Céspedes, 2010), lo cual facilité su deteccion.

En la Figura 14 se observa la localizacion de las larvas mencionadas.

Figura 14. Localizacion de larvas anisékidas en D. gigas. A: Larva L3 de Hysterothylacium
sp. localizada debajo de la piel interna del manto. B: Larva L3 de Anisakis Tipo Il localizada

en los restos de tejidos de la cavidad visceral.
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Normalmente, los cefalépodos como D. gigas estan involucrados como hospederos
paraténicos en el ciclo bioldgico de nematodos anisakidos, infestandose al ingerir peces 0
crustaceos parasitados con larvas L3 las cuales pueden penetrar la pared intestinal y luego
enquistarse en la superficie de los drganos internos o también, migrar hacia la musculatura
(Gonzales, 2018; Karl, 2008).

Cipriani et al. (2015), a partir de experimentos con boquerdn Engraulis encrasicolus,
detect6 un mayor nivel de infeccion por A. pegreffii en las visceras (95,74%) en comparacién
con el masculo (4,03%). Por otro lado, Levsen & Lunestad (2010) observaron la distribucion
de infeccion de larvas de A. simplex en la musculatura del arenque Clupea harengus L.,
encontrando mayor cantidad de larvas en los organos viscerales (96%), seguido de la
musculatura ventral (3,5%) la cual rodea la cavidad visceral y un menor porcentaje
localizado en los filetes dorsales (0,5%), lo cual podria reforzar la teoria de migracion de

larvas desde las visceras hacia el masculo del hospedero.

Smithy Wootten (1975) refieren que esta migracion larval suele ocurrir después de la captura
(migracion post- mortem) cuando el pescado es conservado en hielo por mas de 48 horas,
mientras que otros autores no descartan que la migracién larval puede darse cuando los
especimenes aln estan vivos (migracion intra-vitam) (Cipriani et al. 2015, Karl, 2008, Karl
et al., 2002, Quiazon et al., 2011, Smith, 1984). Karl et al. (2002) observaron que en peces
sin eviscerar conservados en hielo ocurre un aumento significativo de neméatodos en la

musculatura.

Cipriani et al. (2015) sustentan que existe una disminucion significativa de la prevalencia de
infeccion de larvas de Anisakis pegreffii en las visceras y un incremento de la prevalencia de
infeccion de A. pegreffii en la musculatura de boguerones conforme aumenta la temperatura
(5°Cy 7°C) y el tiempo de almacenamiento post-mortem (24, 48 'y 72 h), tal como se observa
en la Figura 15. Asimismo, notaron que se recuperan mas larvas en el liquido de drenado de
las muestras conservadas en hielo pero expuestas a mayores temperaturas, sugiriendo que
para reducir la migracién de larvas desde las visceras hacia el muasculo de pescado es
necesario asegurar la conservacion a temperaturas menores de 2°C desde la captura y previo

al consumo.

En tal sentido, en el presente estudio a pesar de que se asegur0 la cadena de frio desde la
captura, no se puede descartar una posible migracion intra-vitam de las larvas Anisakis spp.

hacia el muasculo, por lo que existe el riesgo de la presencia de sus productos de excresion-
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secresion liberados en los tejidos los cuales pueden provocar posteriormente una respuesta
inmune (Morris & Sakanari, 1994; Moneo et al., 2007).
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Figura 15. Frecuencias relativas de la distribucion de las larvas de A. pegreffii entre las
visceras y el musculo de E. encrasicolus, a diferentes temperaturas de almacenamiento (2
°C,5°Cy7°C)y adiferentes intervalos de tiempo (Control, 24 h, 48 h y 72 h) (Cipriani et
al., 2015).

Para Yagi et al., (1996) y Valero et al., (2003), Hysterothylacium es considerado agente
causal de anisakiosis humana ya que han reportado pacientes con sintomas gastrointestinales
en caso de infeccidn con larva viva y pacientes que manifiestan reacciones alérgicas luego
de consumir pescado. En tal sentido, la presencia de Hysterothylacium en la parte comestible
de D. gigas sugiere que hay un potencial riesgo de infeccion en el humano, ya que
dependiendo de la preparacion culinaria esta puede consumirse marinada (con 2 minutos de
coccidn previa) o en preparaciones, como el cebiche de pota, cuyo tiempo de coccion puede
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variar desde los 5 hasta los 8 minutos, aproximadamente. Ademas, aln cuando no se
encontraron Anisakis spp. en el musculo del manto, no se podria descartar la posible
migracion de las larvas intra-vitam o post-mortem cuando no se asegura la cadena de frio lo
cual puede ocurrir, con mayor probabilidad durante la comercializacion de este recurso en

mercados locales aumentando el riesgo de anisakidosis.

4.3.3. Factores que podrian influir en la tasa de parasitacion

El muestreo realizado en la presente investigacion tuvo lugar durante la primavera del 2019.
De acuerdo con Csirke et al., (2018) y Tafur et al., (2001) en esta época del afio ocurren las
migraciones reproductivas de este cefalopodo, estableciéndose el periodo principal de

desove durante octubre y enero (primareva — verano).

Las bajas tasas de parasitacion o prevalencias de las larvas Anisakidae respecto a los
ejemplares evaluados en el presente estudio podria estar relacionada con la variacion

ontogénica de la alimentacién, la época del afio y la zona de captura de D. gigas.

La infestacion con las larvas del tercer estadio (L3) ocurre por la depredacion e ingestion de
peces u otras especies de cefalépodos (mayormente calamares) parasitados. De acuerdo con
Céspedes et al., (2011) los principales grupos que componen la dieta de D. gigas son los
calamares Ommastrephidos, peces mictophidos y voladores que se comportarian como
hospederos paraténicos para A. simplex. En este estudio, los ejemplares evaluados
presentaron una LDM entre 44,0 - 60,5 cm, rango similar a un grupo de potas evaluado por
Alegre (2011) que sefala que la dieta de individuos de 41,0 - 60,0 cm estuvo compuesta
principalmente por Vinciguerria lucetia, Cephalopoda spp.y D. gigas de menor tamafio.

Respecto a la influencia de la época del afio, Shukhgalter & Nigmatullin (2001) evaluaron
la relacién entre la variabilidad estacional con la prevalencia de infeccion de la fauna de
helmintos de D. gigas en la region peruana, no encontrando diferencias cualitativas y
cuantitativas significativas. Por otro lado, Alegre (2011) encontré que durante los veranos
2004, 2006 y 2008, otofio 2005 y 2008 e invierno 2004 las presas mas importantes de D.
gigas fueron eufésidos, mientras que en las primaveras del 2006 y 2008 predominé
Vinciguerria lucetia. Sin embargo, es importante sefialar que la zona de captura también
podria influir ya que los lotes de D. gigas evaluados tuvieron como lugar de procedencia a

La Puntilla, Atico y Matarani, es decir, la zona sur del litoral peruano.
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En tal sentido, Blaskovic et al., (2011) encontraron que, durante la época de primavera,
calamares gigantes de la zona sur del Per presentaron en su dieta un importante nivel de
canibalismo asi como presas de otras especies de cefalopodos; adicionalmente observaron
que durante la primavera se da una menor dinamica alimentaria en comparacion con las
demas estaciones del afio, ya que los individuos presentaron el mayor nimero de estdmagos

vacios.

Dado que el muestreo tuvo lugar durante la primavera y teniendo en cuenta el rango de tallas
de los ejemplares de D. gigas evaluados, podriamos entonces considerar, para el presente
estudio, que los componentes mas importantes de la dieta que se comportarian como
hospederos de transporte para Hysterothylacium sp. y Anisakis Tipo Il son V. lucetia y D.
gigas de menor tamafio. No obstante, el alto indice de vacuidad de estdmagos reportado por
Blaskovic et al., (2011) para ejemplares capturados en la misma estacion del afio y similar

lugar de procedencia podria explicar la baja tasa de parasitacion obtenida.

4.4.  Evaluacion del Concentrado proteico de pota

Se realizd el procesamiento del manto de pota siguiendo la metodologia descrita en el
Apartado 3.5.1.1, obteniendo seis concentrados proteicos (CPP). Cabe sefialar que para ello

se utilizé solo mantos de pota con infestacion natural.

4.4.1. Anadlisis sensorial de los Concentrados proteicos de pota

Lazo (2006) propone evaluar las caracteristicas de color, olor, sabor y textura (puntaje
méaximo 12) para determinar la calidad de los concentrados proteicos; sin embargo, de
acuerdo al objeto de la presente investigacion se evaluaron solo las caracteristicas de color,
olor y sabor (puntaje maximo de 9 puntos) bajo el sustento de que el tamafio de particula
final del producto CPP no influiria en la presencia o no de alérgenos de A. simplex. No se

realizd la molienda fina para evitar mayor pérdida de rendimiento en los procesos.

Se determind que cuatro CPP tenian caracteristicas similares, con excepcion de los CPP
obtenidos con un solo lavado sucesivo (CPP1) en ambos tratamientos térmicos TT1y TT2

los cuales presentaron olor y sabor ligero a pota.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la evaluacién sensorial tomando como referencia

la tabla propuesta por Lazo (2006).

55



Tabla 8. Evaluacion sensorial de los concentrados proteicos de pota obtenidos de acuerdo

al tratamiento de lixiviacion y tratamientos térmicos aplicados.

TT1 TT2
Caracteristicas

CPP1 CPP2 CPP3 CPP1 CPP2 CPP3

Color 2 2 2 2 2 2
Olor 2 3 3 2 3

Sabor 2 3 3 2 3 3
Puntaje total 6 7 8 7 8 8
Calificacion Regular Buena Buena Regular Buena Buena

TT1: Tratamiento térmico 1; TT2: Tratamiento térmico 2; CPP1: Concentrado proteico obtenido a partir de
1 lavado sucesivo; CPP2: Concentrado proteico obtenido a partir de 2 lavados sucesivos; CPP3: Concentrado

proteico obtenido a partir de 3 lavados sucesivos.

En general, los seis CPP presentaron un color blanco cremoso tenue, lo cual puede deberse
a una posible reaccién de Maillard por las condiciones de tiempo y temperatura de secado;
sin embargo, podria estar méas relacionado con el grado de molienda aplicado ya que se pudo
observar que muestras de CPP de particulas mas pequefias presentaron una coloraciéon mas

luminosa, coincidiendo con lo mencionado por otros autores (Espinoza, 2017; Lazo, 2006).

Adicionalmente, solo en los CPP2 y CPP3, el olor y sabor fue suave con tendencia a neutro,
lo cual se debe a que la aplicacion de lavados sucesivos se realizo en pota cocida molida
desmenuzada favoreciendo la eliminacion de los compuestos nitrogenados no proteicos
como: cloruro de amonio (NH4Cl), bases volatiles nitrogenadas totales (N-BVT),
trimetilamina (N-TMA), péptidos y aminoacidos, responsables del olor y sabor
caracteristicos de la especie D. gigas (Maza et al., 2003; 2008). Estas caracteristicas son
relevantes de evaluar a nivel comercial ya que limitan la aceptacion del producto en el
mercado (Lazo, 2006; Carrioza, 2000; Yamanaka et al. 1995).
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4.4.2. Composicion quimica proximal de los Concentrados proteicos de pota

Respecto a la evaluacion fisicoquimica de los concentrados proteicos de pota (CPP), el
contenido de proteina y humedad en todos los casos se encuentra dentro del rango propuesto
por Madrid et al., (1994) para los Concentrados Proteicos de Pescado Tipo A; sin embargo,
de acuerdo a la clasificacion establecida segun D.S. N° 015-2016-PRODUCE, por poseer un
contenido de grasa mayor a 0.75% pero menor al 3%, los concentrados estarian catalogados
como del Tipo B, clasificacion que es de interés para el cumplimiento de disposiciones para

el acceso a la actividad de produccién de concentrados proteicos en el Perd.

En general, se observd que el contenido total de los componentes dio una suma entre 93,4%
y 96,53%, la diferencia podria corresponder a la varianza registrada en el calculo de la
proteina y grasa, mas que con el contenido de carbohidratos ya que estos se presentan en un
contenido muy infimo en la materia prima ademas que los carbohidratos de bajo peso
molecular habrian sido eliminados parcialmente en el proceso de lixiviacion por su
naturaleza soluble. Los concentrados proteicos obtenidos a partir de la aplicacion de dos y
tres lavados sucesivos (CPP-LS2 y CPP-LS3) en ambos tratamientos térmicos son los que
mas se asemejan a los reportados por Lazo (2006) y Rojas (2009). En la Tabla 9 se presentan

los resultados de composicién quimica proximal de los seis CPP obtenidos.

Tabla 9. Composicidn quimica proximal (g/100 g muestra) de los concentrados proteicos de
pota (CPP) obtenidos de acuerdo con los tratamientos de lixiviacion y segun el tratamiento

térmico aplicado.

Tratamiento Humedad Pr,[%t,[(;ilna Grasa Ceniza
LS1 7,40+0,13% 82,74+0,33* 1,44+0,01% 2,080,012
TT1 LS2 6,06 +0,25° 86,81 +0,67° 1,69+0,25% 1,64+0,06°
LS3 6,56 £ 0,05 84,02+0,03° 1,33+0,24* 1,49+0,01°¢
LS1 7,31+0,09% 84,34+0,47¢ 1,75+0,25% 2,080,012
TT2 LS2 6,41 +0,00° 86,19+0,70¢ 1,56+0,24% 1,61+0,01°
LS3 6,31 +0,21° 87,30+0,03¢ 1,46+0,092 1,46+0,01°¢

TT1: Tratamiento térmico 1 (90°C + 0 min); TT2: Tratamiento térmico 2 (90°C + 10 min); LS1: Tratamiento
de lixiviacién (1 lavado); LS2: Tratamiento de lixiviacion (2 lavados); LS3: Tratamiento de lixiviacion (3
lavados). Letras diferentes (a, b, ¢) en la misma columna muestran diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos (p-valor >0,05).

57



Respecto a los tratamientos de lixiviacion, solo la grasa no mostré diferencias significativas.
La humedad y proteina de los concentrados proteicos obtenidos con dos y tres lavados
sucesivos tampoco mostraron diferencias significativas. Unicamente la ceniza presentd
diferencias significativas en los tres tratamientos, aunque sus valores fueron similares a lo
reportado por otros autores (Madrid et al., 1994; Lazo, 2006 y Rojas, 2009). Al comparar
los tratamientos térmicos, solo se encontraron diferencias significativas a nivel de proteina,
observandose que se obtuvieron concentrados con mayor porcentaje de proteina al aplicar

un mayor tiempo de coccion.

4.5. Evaluacion de las muestras de proceso obtenidas de la elaboracion de CPP

4.5.1. Composicion fisicoquimica y pH de las muestras de proceso.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de porcentaje de humedad y proteina y valores de
pH de las muestras de proceso: Musculo crudo (MP), musculo cocido (MC), musculo lavado
(ML) y aguas de lavado (AL1, AL2 y AL3) obtenidas durante la elaboracion de los seis

concentrados proteicos de pota CPP.
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Tabla 10. Porcentaje (%) de humedad y proteina y valores de pH de mdsculo de pota y de
las diferentes fracciones obtenidas en el proceso de lixiviacion (1:3 p:v; 10 min) aplicando
dos tratamientos térmicos de coccion: TT1 (90°C + 0 min) y TT2 (90°C + 10 min)

Lote Tratamiento Muestra Humedad (%) Proteina (%) pH
Control MP 86,70+0,01°  11,78+0,01° 6,28
. MC 7514 +0.05°  23,16+0,10° 6,24
AC - 2,38+0,52 5,95
Ls1 ML1 75814009 22,770,042 6,56
ALl - 1,25+0,06 % 6,22
ML2 73,38 £0,06*°  25,05+0,122 6,66
Bk LS2 AL1 - 2,69+0,76% 6,24
AL2 - 059+0,11% 6,31
ML3 73,66 £ 0,12 25,43 £ 0,182 6,79
AL1 - 1,02+0,01% 6,23

LS3
AL2 - 0,42+0,11° 6,28
AL3 - 0,17 +0,00%* 6,38
Control MP 86,70 + 0,012 11,78 £0,012 6,61
MC 73,75+0,05°  24,68+0,12° 6,52
i AC - 2,40 + 1,38 5,99
ML1 71,26 £0,07® 27,26 +0,23° 6,56
Lol AL1 - 1,19+0,019 6,31
ML2 7415+0,04°  23,87+0,21° 6,78

TT2

LS 2 AL1 - 1,16 + 0,07 9 6,31
AL2 - 0,43+0,00%Y 6,35
ML3 74,26 +£0,04°  24,58+0,20° 6,83
s AL1 - 1,370,009 6,35
AL2 - 0,51+0,12%Y 6,40
AL3 - 0,34 + 0,002 6,52

MP: Materia prima; MC: Mdsculo cocido; AC: Agua de coccion; ML1: Muasculo del 1° lavado; ML2:
Musculo del 2° lavado; ML3: Musculo del 3° lavado; AL1: Agua del 1° lavado; AL2: Agua del 2° lavado;
AL3: Agua del 3° lavado. Letras diferentes (a, b, c, d, ¢, f) en la misma columna muestran diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos térmicos. Letras diferentes (x, y, z) en la misma columna
muestran diferencias estadisticamente significativas entre fracciones ALn del mismo proceso de lixiviacion (p-
valor >0,05).

59



Para la elaboracién de los concentrados proteicos se emplearon nueve ejemplares de pota,
los cuales fueron mantenidos en refrigeracion luego de su captura (< 3 + 1°C, < 48h), y cuyos
mantos fueron congelados (<18° + 3°C, 4 meses) para llevar a cabo los experimentos. Por

lo tanto, el lote control es el manto descongelado de pota.

El contenido de humedad y proteina del manto previamente congelado es similar a lo que
reportan diversos autores para la materia prima D. gigas (IMARPE, 1996; Bravo, 2001;
Maza et al., 2003 y Omote, 2019). Sin embargo, se pudo notar una diferencia respecto a los

valores de pH obtenidos en comparacion con lo que se reporta para calamar gigante fresco.

Ordofiez & Placido (2004), sefialaron una relacion entre el aumento de N-TMA vy el pH,
ambos indices para determinar la aceptabilidad para el consumo humano directo; en ese
sentido, reportaron valores 6ptimos de pH dentro del rango 5,98 a 6,02 para masculo fresco
de pota mantenida en refrigeracion con hielo. Otros autores que también realizaron la
medicion de pH en muestras frescas conservadas en hielo fueron Bravo (2001) que reportd

un pH de 6,17 y Omote (2019) que report6 un valor de 6,0.

Cabe sefialar que, a diferencia del metabolismo de los peces, en los cefalopodos vivos ocurre
el fendmeno de acidosis metabdlica que se da por acumulacion de cloruro de amonio
(NH4CI) en relacién a su tamafio, por ello el musculo de los cefalépodos es mas acido en
comparacion con el de los peces (Yamanaka et al., 1995). Sin embargo, de acuerdo con Huss
(1999) y Ruiz et al., (2002), el pH dependera de factores propios de la especie como el estado
fisioldgico y metabolico del animal, asi como factores externos como el tiempo transcurrido
desde la captura y la temperatura de almacenamiento. Maza et al., (2008) sefialaron que la
medicion del pH en especimenes tiene mayor validez para su uso como indice de calidad

gue como parametro de monitoreo de la calidad durante el almacenamiento.

Los valores de pH del manto de pota descongelado obtenidos en el presente estudio, se
asemejan a los de Sanchez-Alonso et al., (2007) y Maza et al., (2008) que reportaron valores
de pH: 6,4 y 6,45, respectivamente, mientras que Marquez-Rios et al., (2007), Hernandez et
al., (2018) y Yamanaka et al., (1995) reportaron valores més altos, entre 6,6 y 6,7. En tal
sentido, los valores de pH del manto crudo descongelado de pota registrados se encuentran
dentro del rango aceptable para la especie y si bien estos pueden ser descritos como
superiores a lo normal, puede deberse al método de descongelacion utilizado (en agua), asi
como la pérdida de humedad y la eliminacion de compuestos nitrogenados propias del
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proceso de descongelacion. Tampoco se descarta que puedan influir factores como el estadio

fisioldgico o el tiempo desde la captura (Ruiz et al., 2002)

4.5.2. Efecto de los procesos de congelacion y coccion sobre el musculo, larvas
y alérgenos de A. simplex

Si bien el objeto de estudio del presente estudio es la evaluacion de la reduccién de la
alergenicidad durante el proceso de lixiviacion, de acuerdo al flujo presentado en el Anexo

2, previamente se realizaron dos procesos adicionales de relevancia en el presente estudio.

45.2.1.  Efecto del proceso de congelacion

El proceso de congelacion (<18° + 3°C, 4 meses), fue realizado Unicamente con el propoésito
de preservar las muestras hasta el momento idéneo de su uso (almacenamiento), es decir, no
tiene relevancia en el proceso tecnoldgico de elaboracion del concentrado proteico de pota;
sin embargo, podria tener un efecto sobre las larvas ubicadas dentro del manto, asi como

sobre los alérgenos de Anisakis simplex.

La congelacion de los alimentos busca conservar la calidad inhibiendo los cambios fisicos,
quimicos y microbianos de forma que al descongelar sus caracteristicas sean lo més
parecidas a los del producto fresco; sin embargo, puede dar lugar a cambios indeseables que
pueden afectar la calidad de los productos finales limitando su uso (IIF, 1990; Torrejon,
1996). De acuerdo a Fennema (2000), al disminuir la temperatura del alimento se debilita la
fuerza de las interacciones hidrofdbicas, las cuales contribuyen a la estabilidad de las
proteinas globulares, produciendo disociacion oligomérica, cambios de conformacion y

agregacion.

En la industria pesquera, dependiendo el tiempo que tome el proceso de congelacion o la
duracion del almacenamiento en congelacion, el musculo de pescado sufre cambios
quimicos y estructurales. Los cambios de mayor importancia tecnoldgica estan ligados a las
proteinas miofibrilares que incluyen la variacién conformacional, la formacion de enlaces
proteina-proteina y la pérdida de solubilidad lo cual dificulta su extraccion en soluciones
salinas y otro tipo de agentes impactando negativamente en la textura y en la pérdida de otras
propiedades funcionales (Tejada et al., 2003a; 2003b).

Sotelo (2011) sefiala que el musculo de calamar gigante también sufre de cambios

estructurales como una desnaturalizacion parcial de las proteinas en la congelacion-
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descongelacion; sin embargo, las proteinas miofibrilares de esta especie presentarian una
gran estabilidad térmica lo que permite la conservacion de la capacidad gelificante en la
congelacion o durante su almacenamiento bajo tales condiciones, sin necesidad de adicionar

estabilizantes en el proceso.

Por otro lado, se ha demostrado que la congelacion de productos infestados con Anisakis sp.
no solo produce la muerte de larvas, sino que puede ocasionar fracturas y cambios en la
microestructura de la cuticula modificando asi la permeabilidad de esta, lo cual podria
generar una liberacion de los alérgenos en el alimento al aplicar tratamientos culinarios
posteriores provocando la consecuente reaccion inmune en los consumidores (Tejada et al.,
2006; Rodriguez-Mahillo et al., 2008; Olivares, 2012).

Rodriguez-Mahillo et al., (2010) demostré la presencia de alérgenos de Anisakis simplex,
entre ellos Ani s 4, en musculo infestado de merluza conservada en congelacion (-20°C) por
un periodo de once meses. Olivares (2012) sefiala que la técnica mas adecuada para la
deteccion de antigenos para evaluar alérgenos en productos congelados es la
Inmunohistoquimica por su alta sensibilidad, en contraste con las técnicas de
inmunodeteccidn por Western Blot o Dot Blot cuyas eficacias dependen en primera instancia
de la extraccion de proteinas alergénicas de la matriz alimenticia. Asimismo, afirma que la
técnica utilizada para la extraccion de las proteinas alergénicas no se vio influenciada por la
formacion de agregados proteicos (la cual se evidencio a los 210 dias de conservacion) ya
que pudo detectar Ani s 4 en muestras congeladas por mas de 400 dias. Por lo tanto, en base
a lo observado por estos autores y tomando en cuenta las condiciones de conservacion en
congelacion que fueron aplicadas al musculo de pota, no podria afirmarse la eliminacién
total de los posibles antigenos de A. simplex contenidos en el mismo, pero si que contribuye

a reducir la capacidad alergénica desde el proceso inicial en la elaboracion del CPP.

45.2.2. Efecto del proceso de coccidn

También deberia considerarse el efecto del tratamiento térmico de coccion, que de acuerdo
al esquema experimental del Apartado 3.5.1.1, se corresponde con dos experimentos: El
primero consistio en someter el misculo a una coccion rapida (hasta que el centro del
musculo alcanza los 90°C) y el segundo consistié en una coccién prolongada (diez minutos
adicionales desde que el centro del musculo alcanzé los 90°C). Cabe sefialar que el tiempo
para alcanzar dicha temperatura en el centro de cada liston de musculo de pota fue de 11

minutos aproximadamente.
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El objetivo de estos procesos fue determinar la influencia de un mayor tiempo de coccion en
la deteccion de alérgenos, estudio que no logro concretarse por las razones anteriormente
expuestas. No obstante, estudios han demostrado que los tratamientos térmicos de coccién
o esterilizacién tienen un efecto sobre la viabilidad de las larvas y en la reduccion de
alergenicidad (Vidacek et al., 2011; Olivares, 2012).

Respecto al tratamiento térmico de coccion como tal, autores como Sikorski & Pan (1994)
sefialaron que el proceso de coccidn en productos pesqueros tiene un objetivo distinto al de
los alimentos de otra naturaleza, con el cual principalmente se busca la inactivacion de
enzimas enddgenas y bacterianas para evitar el deterioro en la calidad de los pescados y
mariscos. Ademas, la duracién y temperatura de coccion inducen cambios en el color, las
propiedades reoldgicas y la pérdida de la capacidad de retencidn de agua. También ocurre
una mejora del sabor por la liberacion de proteinas sarcoplasmaticas y otros compuestos
hidrosolubles como el cloruro de amonio (NH4Cl) y las bases volatiles nitrogenadas (N-
BVT) (Carrizoza, 2000; Maza et al., 2003 y Porturas et al., 2019).

El tratamiento térmico de coccion induce cambios fisicoquimicos en el muasculo de calamar
como la ruptura de complejos de actomiosina, hidrdlisis inespecifica, desnaturalizacion y/o
agregacion de proteinas. Asimismo, la conversion de colageno intramuscular en gelatina
ocurre en mayor proporcion durante la coccion de aletas y tentaculos en comparacion con el
musculo, debido a la concentracion inicial del componente en dichas porciones anatémicas
del cuerpo (Torres-Arreola et al., 2008; 2018).

En la Tabla 10 del Apartado 4.5.1 a pesar de que no se encontraron diferencias estadisticas
del porcentaje de proteina entre tratamientos (TT1y TT2) ni con el Control (MP), se puede
observar que, el contenido de proteina de los musculos cocidos (MC) es mayor respecto al
musculo crudo (MP). Hernandez et al., (2018) observé un comportamiento similar
reportando un 16% de proteina en pulpa fresca de calamar y 43% en pulpa precocida (90°C,
15 min). Este aumento de la fraccidn proteica se debe a la disminucion de otros componentes
(principalmente de la humedad) producto de la desnaturalizacién de proteinas y consecuente
pérdida de la capacidad de retencion del agua, asi como la solubilizacion y gelatinizacion

del tejido conectivo (Lanier et al., 2005; Torres-Arreola et al., 2018).

Asimismo, se observd que al someter el musculo a una coccién prolongada (TT2), este
pierde mas humedad en comparacion al masculo sometido a una coccion rapida (TT1). En

relacion con ello, Torres-Arreola et al., (2018) observé que el contenido de proteina soluble

63



en manto de pota disminuyd conforme aument6 el tiempo de coccion, y reportd que el
musculo cocido por 30 minutos presento aproximadamente la tercera parte del contenido de

proteina soluble inicial (musculo crudo).

De acuerdo con Lazo (2006), en la elaboracién del concentrado proteico se recomienda

realizar el proceso de coccion previo a los lavados sucesivo5

s durante la lixiviacion con el fin de conferirle estabilidad al musculo de pota reduciendo el

contenido de humedad e inactivando la actividad enzimatica.

Segun Franssen et al., (2019) es necesario someter a los alimentos de origen animal a
temperaturas superiores a 60°C por un tiempo de 15 a 30 minutos para producir la muerte
de parasitos de transmision alimentaria, que de acuerdo con FAO/WHO (2014) de los 24
parasitos de mayor relevancia son 14 los que estan asociados a alimentos de origen animal

o FoAA “Food of animal origin” entre los cuales destacan las larvas de Anisakis spp.

Vidacek et al., (2010), comprob6 que la muerte de larvas de Anisakis spp. al aplicar calor
por encima de los 60°C ocurre de manera parcial ya que observo un pequefio porcentaje de
movilidad de larvas después del tratamiento térmico de 60°C a 2 y 10 minutos, por lo que
recomienda temperaturas mayores (70°C por un minimo tiempo de 1 minuto) para evitar la

infestacion en el consumidor (hospedero accidental).

Los tratamientos térmicos contemplados en el disefio experimental del presente estudio: TT1
(90°C + 0 min) y TT2 (90°C + 10 min), estarian asegurando la inviabilidad de larvas que
podrian haber quedado enquistadas en el manto de la pota, ya que de acuerdo a EFSA (2010)
para garantizar la muerte de las larvas de Anisakis spp. es necesaria la aplicacion de calor >
60°C en el centro térmico durante 1 minuto o incluso tomando como referencia a Vidacek
et al., (2010) que observaron la muerte de larvas (0% movilidad) desde los 30 segundos al
aplicar calor a 90°C. En ese orden, Wootten & Cann (2001) sefialan que, solo para mantener
una temperatura de 60°C en el centro mas frio en filetes de pescado de 3 cm de espesor, el
tiempo total de exposicion al calor es de 10 minutos. Por lo tanto, la aplicacion de calor bajo
las condiciones dadas en el presente estudio estaria previniendo la infestacion y potencial

sensibilizacion del consumidor desde el punto de vista de inactivacion del parasito.

Similar al efecto que tiene la congelacion en las larvas de Anisakis (Rodriguez-Mahillo et
al., 2008), determinadas condiciones de temperatura y tiempo en la coccion pueden

ocasionar dafio en la cuticula de la larva y la consecuente liberacion de alérgenos hacia el
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musculo o medio. Al respecto, Olivares (2012) determind que existe una menor deteccion
de alérgenos, Ani s 4 y Extracto crudo de A. simplex, en muestras de Atdn Rabil Thunnus
albacares sometidas al proceso de enlatado (115°C, 70 minutos de esterilizacion) en las que
solo se evalud el muasculo, en comparacion con muestras que consideraron tanto el musculo

como el liquido de gobierno para la extraccion de proteinas alergénicas.

Por lo tanto, se ha comprobado la liberacion de alérgenos de la larva al tejido de la
musculatura de pescado infestado con Anisakis luego de someterlo a tratamientos de calor
por coccién (Vidacek et al., 2011) asi como la liberacion de los alérgenos de la larva hacia
el medio liquido de contacto como el exudado que se desprende del masculo debido a la
coccion y que se quedarian retenidos en el liquido de gobierno en el caso de conservas de
pescado. Con esas evidencias se apoyaria la hipotesis de que en el agua de coccién del
musculo de pota descongelado (AC), fraccion que present6 un porcentaje de proteinas mas
elevado que el agua del primer lavado (AL1) segln la Tabla 10, se podria estar eliminando

parcialmente las proteinas alergénicas.

4.6.  Evaluacion del efecto del proceso de lixiviacion sobre los alérgenos de Anisakis
simplex.

Como se ha descrito en el Apartado 4.5.2, los procesos de congelacion y coccion realizados
previo al proceso de lixiviacion tienen un efecto en las proteinas sarcoplasmicas,
miofibrilares y del estroma, por ende, los antigenos de Anisakis spp. al ser proteinas pueden
también sufrir variaciones en su composicion que afecten su deteccion o ser parcialmente
extraidos en fracciones solubles por lo que la actividad alergénica al inicio del proceso de

lixiviacién seria mucho menor.

Los métodos de obtencion de productos proteicos difieren dependiendo la aplicacion
tecnoldgica y por ende la funcionalidad que se desea conservar en el producto (Sonu, 1973;
Canahualpa, 2008; Omote et al., 2014). Asi por ejemplo el surimi de pescado es una pasta
estabilizada de proteina miofibrilar obtenida a partir de lavados sucesivos que posee una
buena estabilidad durante su almacenamiento por largos periodos de tiempo y una excelente
capacidad para formar geles (Moreno et al., 2014).

La aplicacion de lavados sucesivos en el proceso de lixiviacion del presente estudio tuvo por
finalidad la eliminacién de compuestos nitrogenados no proteicos que le confieren olor y

sabor desagradables al muasculo de la especie D. gigas, como: cloruro de amonio (NH4Cl),
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bases volatiles nitrogenadas totales (N-BVT), trimetilamina (N-TMA), péptidos y
aminoacidos (Maza et al., 2003; 2008). Estas caracteristicas hacen que la especie no resulte
atractiva para su utilizacion en concentrados de proteina tipo surimi ya que desde otra
perspectiva presenta muasculo de color blanco y su gran disponibilidad en el ecosistema

permite asegurar su abastecimiento a nivel mundial (Sanchez-Alonso et al., 2007).

El porcentaje de proteina de los musculos lavados (ML) de los lotes 1 y 2 no tuvo
significancias estadisticas entre si; sin embargo, estos fueron significativamente menores al
del lote Control. Adicionalmente, se demostrd que las tres soluciones de lavado de cada lote
presentaron porcentajes con significancias estadisticas, la solucién del primer lavado (S1)
concentrd la mayor cantidad de proteina mientras que la solucion del tercer lavado (S3), la
menor. Al respecto, Tejada et al., (2003b) reportd que la cantidad de proteina extraida en un
primer lavado aumenta a mayor tiempo de almacenamiento en congelacién, Morrisey et al.,
(2005) calculan que tras un primer lavado podria eliminarse hasta un 50% de los
componentes solubles mientras que Olivares et al., (2014) reportaron la eliminacion del 77%

de proteinas en el primer lavado de musculo crudo de merluza.

La metodologia aplicada para obtener surimi de pescado guarda cierto grado de similitud
con lo ejecutado en la elaboracion de concentrado proteico de pota ya que ambos aplican
lavados sucesivos al musculo, razén por la cual se ha elegido realizar una comparacion con
data no publicada de Olivares (2012) del proceso de lavados sucesivos tipo surimi de
musculo de merluza infestada. Si bien el objetivo de los lavados en ciclo realizados en la
elaboracion de surimi, que parte de materia prima cruda picada, es de eliminar grasa,
enzimas, pigmentos, proteinas sarcoplasmicas, asi como compuestos indeseables
(amoniacales) y evitar interferencia con las proteinas miofibrilares gelificantes para
concentrar la fraccion miofibrilar que es la que aporta funcionalidad (capacidad de retencion
de agua, emulsificacion y gelificacion) (Gallo, 2004); en el caso de surimi de calamar no se
recomienda seguir el mismo método ya que la proteina miofibrilar de los cefalopodos es
mucho mas soluble en agua que la de los peces (Careche et al., 2004). Por tal motivo se han
desarrollado técnicas que incluyen la solubilizacidn acida-alcalina, filtrado, precipitacion
isoeléctrica, neutralizacion, adicion de crioprotectores y congelado (Maza et al., 2003; Maza
y Rosales, 2004; Careche et al., 2004; Sanchez-Alonso et al., 2007).

La deteccidn de alérgenos de Anisakis spp. en productos pesqueros es importante dada la
relevancia clinica que presentan. En ese orden, Anisakis simplex es el inico helminto paréasito

que tiene la capacidad de inducir una respuesta inmune asociada a su parasitacion. A la fecha,
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de los catorce alérgenos caracterizados de A. simplex (Ani s 1 — 14), solo siete se consideran
principales por ser reconocidos en mas del 50% de pacientes alérgicos/sensibilizados. Entre
ellos figuran Anis1, Anis2, Anis7, Anis11.0201, Anis 12, Anis 13y Anis 14. (Gonzélez,
2018)

De acuerdo a Gonzales (2018), se recomienda el uso de los alérgenos Ani s 1, Anis7y
Ani s 13 para el diagnostico serolégico de anisakiosis por su sensibilidad y especificidad.
Ademas, sugiere que la exposicion y sensibilizacion previa a tropomiosina de camarén
nordico Pandalus borealis (alérgeno Pan b 1) podria ocasionar reactividad cruzada con la
tropomiosina de Anisakis (alérgeno Ani s 3) ocasionando la deteccion de falsos positivos en

el diagnostico mediante InmunoCAP ®.

Por otro lado, se ha determinado que Anis 1, Anis 4, Anis5y Anis 11.0201 son alérgenos
termoestables de relevancia clinica idoneos para el diagndstico resuelto de pacientes
sensibilizados a Anisakis mediante el uso del Test de Activacion de Bastfilos TAB
(Carballeda, 2017). Los que tienen mayor valor diagnéstico son Anis 1y Ani s 11.0201 (84
y 78% de positividad en pacientes, respectivamente), mientras que Ani s 4 a pesar de
presentar 27% de reactividad cobra importancia por su asociacion con episodios de
anafilaxia (Audicana et al., 2002; Moneo et al., 2005), ademas que ha sido objeto de estudio
en evaluaciones de la actividad alergénica en productos de la pesca ya que se ha comprobado
su resistencia al calor, digestion con pepsina y autoclavado (Rodriguez-Mabhillo et al., 2008;
2010; Vidacek et al., 2011; Carballeda-Sangiao et al., 2014; Tejada et al., 2014).

4.6.1. Andlisis comparativo del comportamiento de alérgenos de A. simplex en
musculo infestado de merluza sometido a lavados sucesivos tipo surimi con
las condiciones del proceso de lixiviacion durante la elaboracion de
Concentrado proteico de pota (CPP)

La deteccion de alérgenos de A. simplex en muestras de alimentos puede realizarse utilizando
distintas metodologias, sin embargo, en todas es necesaria la fabricacion de antisueros
especificos. Debido a que no se logré completar el estudio de inmunodeteccion de las
muestras obtenidas del procesamiento de CPP, con el objetivo de comparar e inferir el
comportamiento de los alérgenos en las condiciones del presente estudio, se ha tomado como
referencia data no publicada de los valores cuantitativos de los antigenos de A. simplex (Ani

s 4 y Extracto crudo de A. simplex) obtenidos por Olivares (2012) como resultado de la
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inmunodeteccién por DB de musculo crudo (MP), masculo lavado y prensado (ML) y
soluciones de lavado (S1, S2 y S3) de los lotes evaluados por la autora durante el
experimento de lavados sucesivos tipo surimi en musculo infestado refrigerado de merluza
Merluccius merluccius. Se seleccionaron los lotes que guardan mayor semejanza con el
proceso de elaboracion de los concentrados proteicos de pota (CPP), en términos del tipo de

solucion de lavado empleada y sus valores de pH correspondientes.

Para la elaboracion de los concentrados proteicos de pota (CPP), del presente estudio, la
solucién utilizada en el proceso de lixiviacion fue agua H2O; sin embargo, el hipoclorito de
sodio NaClO es normalmente utilizado en la industria para la limpieza y desinfeccion de
productos pesqueros previamente a su procesado (Hernandez et al., 2018). De acuerdo con
SANIPES (2010) el contenido de cloro libre residual en agua/hielo para el lavado o puesta
en contacto de productos pesqueros debera estar entre 0,5y 2,0 ppm; no obstante, también
sefiala que el limite maximo permisible de cloruros en agua/hielo que no resulta peligroso
para la salud de los consumidores es de 250 ppm. En tal sentido, se seleccionaron los lotes

cuyas soluciones de lavado fueron agua (H20) e hipoclorito de sodio (NaClO, 20 ppm).

Los valores de pH, que varian de acuerdo a la solucién empleada, fueron relevantes de
considerar por su relacion con la solubilidad de las proteinas. La variacion del pH modifica
la carga neta de las proteinas, es decir, su balance electrostatico por lo que, a valores cercanos
al punto isoeléctrico, la carga neta se aproxima a cero y la interaccion con las moléculas de
agua es minima conduciendo a una precipitacion isoeléctrica mientras que, a valores
superiores o inferiores a su pl, con cargas negativas 0 positivas, ocurre mayor interaccion
con las moléculas de agua favoreciendo su solubilizacion (Cheftel et al., 1989; Abugoch,
2006).

En la Tabla 11 se presenta el porcentaje de proteina y la cantidad de antigenos de Anis 4y
Extracto crudo de A. simplex presente en las muestras (ML, S1, S2 y S3) respecto al lote
Control (MP), correspondientes al estudio de lavados sucesivos tipo surimi aplicado a

musculo infestado de merluza.
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Tabla 11. Porcentaje de humedad y proteina (%), cantidad de antigenos de Ani s 4 y Extracto crudo de A. simplex (ug g-1) y valores de pH en

musculo lavado y soluciones de lavado, de merluza infestada artificialmente (50 larvas/ 100g mudsculo) sometida a lavados sucesivos tipo surimi.

Extracto crudo de

Lote Muestra Humedad (%) Proteina (%) Anis4 A si pH
. simplex
Control MP 81,01 +0,272 17,24 + 1,932 0,58 +0,61°2 1,55 + 1,782 -
ML 88,6 +0,14° 11,93 +0,58° 0,88+0,602 8,19+6,19°2 6,77 + 0,028
S1 - 1,58 + 0,05 4,42 + 2,69 %X 13,33 + 5,92 ¥ 710+0,042
Lote 1
S2 - 1,13+ 0,10 4,74 + 32 11,13 + 4,23 7,20+ 0,022
S3 - 0,59 + 0,132 2,06 +0,7¥ 3,50 + 1,54 ¥ 7,34+0,022
ML 88,72 +0,18° 11,93 +1,17° 0,83+0,472 6,56 + 0,11 &~ 7,10+0,012
S1 - 2,09 + 0,04 ¥ 3,70 + 2,72 11,52 + 8,45 ¥ 7,12 +0,022
Lote 2
S2 - 1,24 + 0,08 %Y 3,44 + 0,64 ¥ 11,26 + 9,07 ¥* 7,22 +0,042
S3 - 0,71+ 0,062 1,85 + 0,21 ¥* 3,33+ 1,018 723+0,01%

MP: Musculo infestado sin tratamiento (Control); ML: Musculo obtenido después del 3° lavado; S1: Solucién del 1° lavado; S2: Solucién del 2° lavado; S3: Solucién del 3°

lavado; Lote 1: H20; Lote 2: NaCIO 20 ppm. Letras diferentes (a, b, c.) en la misma columna significan diferencias entre lotes (p-valor>0,05). Letras diferentes (X, y, z) en la

misma columna significan diferencias entre fracciones Sn del mismo lote (p-valor>0,05).
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Ani s 4 presenta un peso molecular estimado de 12,7 kDa y un punto isoeléctrico de 5.56
(Rodriguez-Mahillo et al., 2007). Por lo tanto, durante el proceso de lixiviacion es
importante controlar los niveles de pH que permitan solubilizar los antigenos de Anisakis

Spp. para evitar que estos precipiten y se complique su extraccion en la fraccion soluble.

En los Lotes 1y 2, los valores de pH de las soluciones de lavado (S1, S2 y S3) oscilaron
entre 6.76 — 7.36, por lo tanto, la proteina del musculo se encontr6 expuesta a un pH superior
al pl de Ani s 4, lo cual favorece la solubilizacion y posterior eliminacion de dicha proteina
alergénica (Olivares, 2012). De manera similar, los pH de las aguas de lavado (AL1, AL2y
AL3) durante la elaboracion de los CPP oscilaron entre 6.22 — 6.38 en el primer tratamiento
térmico y entre 6.31 — 6.52 en el segundo tratamiento térmico, estos valores son ligeramente
maés préximos al pl de Ani s 4 en comparacién con los de lavado tipo surimi, sin embargo,
siguen siendo superiores por lo que se estaria manteniendo la solubilidad del antigeno

facilitando su extraccion en la fraccion soluble.

Anis1,al igual que Ani s 4, es un alérgeno clinicamente relevante (Carballeda, 2017; Moneo
et al., 2000) y para algunos autores es el alérgeno mas importante de Anisakis simplex.
(Moneo et al., 2000; D’Amelio et al., 2020) ya que ha presentado hasta 93% de positividad
en pacientes sensibilizados (Rodriguez-Pérez et al., 2007). Este presenta dos isoformas con
pesos moleculares de 24 kDa y 21 kDa (Shimakura et al., 2004) y también muestra
estabilidad al calor. El pl de Ani s 1 es 7,48 de acuerdo a Kochanowski et al. (2020), por lo
que este alérgeno tendria una mayor solubilidad que Ani s 4 en las mismas condiciones de
elaboracion de CPP y podria estar siendo eliminado en mayor proporcién en las aguas de
lavado (AL) junto con otros antigenos que en suma representan el Extracto crudo de A.

simplex.

Respecto a la inmunodeteccion de los alérgenos de A. simplex presentado en la Tabla 11, en
general, la cantidad (ug g 1) de Extracto crudo antigénico de A. simplex superd
significativamente a la de Ani s 4 en cada una de las muestras evaluadas. Asimismo, la
cantidad detectada de ambos antigenos en los musculos lavados (ML) de los dos lotes no
mostré diferencias estadisticas significativas en comparacion con el musculo sin tratamiento
(MP). Al respecto, cabe sefialar que la cuantificacion de antigenos fue realizada por
duplicado observandose una alta variacion en los resultados lo cual podria estar relacionado

con que no todas las repeticiones fueron analizadas al mismo tiempo ya que el segundo batch
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de muestras seroldgicas fueron conservadas en frio por un mayor tiempo lo cual pudo influir

en el marcaje.

Por otro lado, al comparar la cuantificacion de antigenos Ani s 4 y de Extracto crudo de A.
simplex entre lotes, se observo que el Lote 1, presentd la mayor deteccion en todas sus
fracciones (musculo lavado y soluciones de lavado), con excepcion del Extracto crudo de A.

simplex detectado en la solucion de lavado S2 del Lote 2.

En ambos lotes se observé que la cantidad de antigenos detectada en la fraccion soluble
disminuye con el numero de lavados y aunque no se evidenciaron significancias estadisticas
entre si, se comprueba la eliminacion de proteinas alergénicas en musculo infestado
sometido a lixiviacion con lavados sucesivos que emplean H.O y NaCIlO 20 ppm, dado que
se pudo cuantificar la presencia de Ani s 4 y de Extracto crudo de A. simplex en las tres
soluciones de lavado (S1, S2 y S3) (Ver Figura 16). Este mismo comportamiento podria
reproducirse en una deteccion de antigenos de A. simplex en las muestras del experimento

del CPP por tener caracteristicas similares.

Anis 4 Extracto crudo A. simplex

Mg Anis 4/ g masculo
u Extracto crudo / g misculo

Figura 16. Cantidad de antigenos de Ani s 4 y Extracto crudo de A. simplex (ug g?) en
musculo de merluza infestado artificialmente (50 larvas/100g muasculo) sometido a lavados
sucesivos (1:4, p:v; 10 min) con dos tipos de soluciones de lavado. MP: Musculo crudo de
merluza (Control); ML: Musculo obtenido después del 3° lavado; Lote 1: H.O; Lote 2:
NaClO 20 ppm. S1: Solucién del 1° lavado; S2: Solucidn del 2° lavado; S3: Solucion del 3°

lavado.

Otro punto importante por considerar es que la mayor o menor deteccion de antigenos puede
estar influenciada por el tipo de parasitacion del musculo empleado. En el experimento

realizado por Olivares (2012) se realizé una infestacion artificial del musculo de merluza
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con una alta tasa de parasitacion (50 larvas/ 100 g musculo) por lo que es mas probable
encontrar una mayor deteccion de antigenos, a diferencia de los experimentos realizados
durante la elaboracion de los concentrados proteicos en donde se trabajé con musculo de
pota con parasitacion natural, la cual resulté ser muy baja (Apartado 4.3.1.) e incluso se
comprobd que los parasitos hallados no fueron todos del género Anisakis, aunque

pertenecian a la misma familia.

El proceso tecnoldgico para la obtencion de los seis concentrados proteicos de pota (CPP)
seguido en el presente estudio fue realizado empleando solo los mantos, por lo tanto, para
cuantificar la tasa de parasitacion inicial de la materia prima se ha realizado el calculo en
funcién a la cantidad de larvas encontradas exclusivamente en el manto respecto al total de
potas parasitadas de los tres lotes. Se observd, en promedio, una cantidad de 1.45 larvas
anisékidas en potas con PEM de 2.66 + 0.52 Kg, lo que se traduce en una tasa de infestacion
natural promedio aproximada de 0.054 larvas/100g de musculo del manto. Al comparar esta
informacion con datos de infestaciones naturales o artificiales (= 10-90 larvas/100g de
musculo) utilizadas en investigaciones que aplican tratamientos tecnologicos de lavado y
coccién (en especies como merluza, boquerdn, etc.) con el fin de inactivar las larvas de
anisakidos pero enfocadas también en la eliminacion de la alergenicidad por Anisakis
simplex (Olivares, 2012; Olivares et al., 2014; Tejada et al., 2014), podemos notar una
diferencia altamente significativa que pone en desventaja la posibilidad de detectar antigenos
en las muestras de musculo crudo de pota (infestacion natural heterogénea) pero més aun en
las muestras de proceso (ML y AL) y el producto final (CPP) desarrollados en la presente

investigacion.

De la misma manera, otro factor que podria influir en la minima o nula deteccion de
alérgenos es la especie de parasito que se encontraba infestando el manto de pota, el cual
como se ha sefialado en el Apartado 4.3.1. fue exclusivamente Hysterothylacium sp. Algunos
autores refieren que Hysterothylacium aduncum (Rudolphi, 1802) es una especie anisakida
cosmopolita no zoonotica (Gonzéles, 1998); sin embargo, se han reportado casos de
infeccion con esta especie de paréasito (Yagi et al., 1996; Kalay et al., 2009) y se ha revelado

su potencial alergénico empleando modelos murinos (Ribeiro et al., 2017).

Por otro lado, las larvas de Anisakis tipo Il se encontraron infestando tejidos de la cavidad
celémica o pluma, y aunque ha reportado la presencia de A. physeteris (Anisakis Tipo 1)

infestando el manto de un calamar del género Histioteuthis (Palomba et al., 2021), los
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antigenos de interés a detectar pertenecen a A. simplex que es del morfotipo I, por lo que la
probabilidad de detectar alérgenos se reduce ain mas. No obstante, existe evidencia de que
A. simplex parasita pota de la costa peruana por lo que no podria descartarse la presencia del
parasito en el recurso en proximos muestreos y por lo tanto en la materia prima utilizada en

el procesamiento industrial de concentrado proteico.

Finalmente, se podria inferir que de estar presentes los alérgenos de A. simplex en el musculo
de pota, lo cual puede ocurrir sin la presencia del parasito vivo, el proceso de lixiviacion que
emplea como solucion de lavado Agua H;O, estaria favoreciendo la eliminacion de los
antigenos méas importantes como Ani s 4 y Ani s 1 ya que los niveles de pH registrados
durante la operacion permitirian que estos se mantengan solubles facilitando su extraccion
en las aguas de lavado. Ademas, los procesos de congelacion, coccidn, y sobre todo la infima
tasa de parasitacion natural reportada influirian en la reduccion de la alergenicidad lo cual
hace suponer que, bajo las condiciones del presente estudio, la cantidad de antigenos residual
en el producto final seria indetectable ya que no alcanzaria el umbral minimo (1ppm) de
deteccion de la técnica de inmunodeteccion por DB de acuerdo a Rodriguez-Mahillo et al.,
(2011).

Por ultimo, es importante sefialar que la técnica de inmunodeteccidén anteriormente
mencionada ha sido estandarizada y por lo tanto es aplicable en productos pesqueros con
humedades superiores (>60%), como es el caso de muasculo de pescado. Por lo tanto, en el
caso de evaluar la alergenicidad en los concentrados proteicos de pota, que consisten en
polvo precocido con un porcentaje de humedad muy bajo (<8%), seria necesario resuspender

las muestras secas, es decir, adaptar la técnica a muestras de bajo contenido de humedad.
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V. CONCLUSIONES

De los 100 ejemplares de Dosidicus gigas “pota” muestreados se identificaron, de
acuerdo con sus caracteristicas morfologicas, larvas L3 de dos especies de nematodos
parasitos: Anisakis Tipo Il y se reporta por primera vez el género Hysterothylacium sp

en dicho recurso.

La prevalencia total de infeccion fue de 48%. La zona de captura con mayor prevalencia
fue Matarani (72%), seguido de La Puntilla (41%) y la menor prevalencia reportada fue
de Atico (26%) donde se registraron ejemplares D. gigas con las menores tallas. La
prevalencia por Hysterothylacium sp predomind sobre Anisakis Tipo II; sin embargo,

Anisakis Tipo Il tuvo una mayor intensidad media de infeccion.

La localizacion de las larvas fue exclusiva de la especie. Las L3 de Anisakis Tipo Il se
localizaron encapsuladas en la cavidad celémica (restos de 6rganos y gonadas) y en la
concha (al interior de la pluma) mientras que las larvas de Hysterothylacium sp. se

localizaron de forma libre incrustadas debajo de la pared interna del manto.

Las condiciones del proceso de lixiviacion durante la elaboracion del concentrado
proteico de pota son semejantes al proceso de lavados en ciclo en la elaboracion de
surimi de pescado, en tal sentido, en base a la comparacion realizada con los datos
presentados de inmunodeteccion de muasculo lavado de merluza parasitada y los pH
registrados cuando la solucion de lavado es agua H2O, se puede inferir que dicho
proceso favorece la eliminacion no solo de los compuestos nitrogenados amoniacales

sino también de los alérgenos de Anisakis simplex en la fraccion soluble.

Al emplear una parasitacion natural, la tasa de parasitacion (0.054 larvas/100 g de
musculo) es infima, a diferencia del experimento comparativo que emplea una
parasitacion artificial de 50 larvas/100g de musculo y que ain en dichas condiciones la
cantidad detectada en el tercer lavado bordea los 3 ppm (cercano al umbral de deteccion
de 1 ppm). Por lo tanto, se sospecha que, bajo tales condiciones, la cantidad de alérgenos

de A. simplex seria indetectable en el musculo lavado y el producto final CPP.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar la identificaciéon molecular de las especies de anisakidos que infestan a
D. gigas “pota” y los demas recursos hidrobioldgicos con los que tiene interaccion

en la red trofica, dada su importancia zoondtica.
Evaluar la fauna parasitaria de Dosidicus gigas “pota” en diferentes épocas del afio.

Se sugiere el empleo de infestacion experimental artificial con mayores tasas de
parasitacion (> 50 larvas/100g musculo) en proximos estudios para validar la eficacia
de los procesos de coccion y lixiviacion en la eliminacion de alérgenos de Anisakis
durante la elaboracion de concentrado proteico de pota dado que en estudios
anteriores se ha demostrado la presencia de A. simplex en pota D. gigas capturada en

la costa peruana.

Se sugiere considerar la aplicabilidad de la técnica de extraccion de antigenos de A.
simplex citada en el presente estudio, con el fin de aplicarla a los productos pesqueros

de bajo contenido de humedad.

Continuar con el estudio de alergenicidad en productos pesqueros desarrollados a

nivel comercial - industrial.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1. “Tabla de analisis sensorial para harina de pota precocida (Dosidicus gigas) para

consumo humano”, propuesta por Lazo (2006).

CARACTERISTICAS PUNTAJE
Blanco lechoso 3
Color Blanco cremoso 2
Amarillo opaco
Sin olor a pota 3
Olor Ligero olor a pota 2
Con olor a pota 1
Sin sabor a pota 3
Sabor Ligero sabor a pota 2
Con sabor a pota 1
Suave al tacto y pulverulenta 3
Textura Aspero y pulverulenta 2
Duro y granuloso 1
Calificacion:
PUNTUACION CALIDAD
10 a 12 puntos Buena
7 a 9 puntos Regular
Hasta 6 puntos Mala
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Anexo 2. Flujograma de la elaboracion de concentrado proteico de pota (CPP)

Recepcion de
ejemplares D. gigas
v
Lavado
v
Remocion de la Piel
v
Congelado
v
Descongelado
v
Cortado
v
Cocido
v
Enfriado
v
Molienda hiimeda
v
Lixiviacion
v
Centrifugado
v
Secado
v
Molienda seca

v

Concentrado proteico
de pota (CPP)
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Anexo 3. Relacion entre la LDM (Longitud Dorsal del Manto) y el PEM (Peso Estandar del

Manto) de los 100 ejemplares muestreados de pota D. gigas de acuerdo a su procedencia de

captura.
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Anexo 4. Medidas en milimetros (mm) de Hysterothylacium sp. presente en Dosidicus gigas

y comparacion con otros autores.

Hysterothylacium sp.

1 2 3 4 5 PROMEDIO
Long. Total 25,52 32,74 23,31 33,55 24,64 27,95
Ancho 0,373 0,568 0,351 0,495 0,341 0,426
Long. Es6fago 4,162 3,496 3,571 4,593 3,746 3,914
Long. Ano* 0,262 0,327 0,242 0,333 0,242 0,281

* Distancia del extremo posterior al ano.

Hysterothylacium sp.

Long. Total 14,99 (2,97-23,13)

Ancho 0,35 (0,08-0,56)

Long. Esofago

0,93 (0,40-1,25)

10,10 (3,62-16,70)
0,25 (0,11-0,40)

0,69 (0,23-1,16)

27,95 (23,31-33,55)

0,43 (0,34-0,58)

0,39 (0,35-0,46)

Long. Ano* 0,31 (0,12-0,47) 0,20 (0,10-0,32) 0,28(0,24-0,33)
Referencia Bicudo et al. (2005) Felizardo et al. (2009)  Presente estudio
Hospedero Prionoctus punctatus Paralichthys isosceles Dosidicus gigas
Procedencia Brasil Brasil Peru

* Distancia del extremo posterior al ano.
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Anexo 5. Medidas en milimetros (mm) de Anisakis Tipo Il sp. presente en Dosidicus gigas

y comparacion con otros autores.

Anisakis Tipo Il
1 2 3 4 5 PROMEDIO
Long. Total 36,027 36,122 35,481 32,721 37,483 35,567
Ancho 0,661 0,709 0,793 0,701 0,674 0,707
Long. Esofago 4,111 4,269 4,283 4,002 3,884 4,109
Long. Anillo nervioso* 0,707 0,653 0,649 0,674 0,662 0,670
Long. Ventriculo 1,252 1,448 1,239 1,168 1,356 1,293
Long. Ano** 0,448 0,421 0,246 0,298 0,277 0,342

* Distancia del extremo anterior al anillo nervioso.
** Distancia del extremo posterior al ano.

Anisakis Tipo Il

Long. Total 27-33 35,57 (32,72-37,48)
Ancho 0,63-0,74 0,71 (0,66-0,79)
Long. Esofago 1,82-2,89 4,11 (3,88-4,28)
Long. Anillo nervioso* 0,35-0,43 0,67 (0,65-0,71)
Long. Ventriculo 0,53-0,65 1,29 (1,17-1,45)
Long. Ano** 0,17-0,32 0,34 (0,25-0,45)
Referencia Pardo-Gandarillas et al. (2009) Presente estudio
Hospedero Dosidicus gigas Dosidicus gigas
Procedencia Chile Peru

* Distancia del extremo anterior al anillo nervioso.
** Distancia del extremo posterior al ano.

103



	b32c4e13a63c6a5705cc47dd9a6574adf27d4994e5428899a0e01776c9a9b4a8.pdf
	b32c4e13a63c6a5705cc47dd9a6574adf27d4994e5428899a0e01776c9a9b4a8.pdf
	b32c4e13a63c6a5705cc47dd9a6574adf27d4994e5428899a0e01776c9a9b4a8.pdf

