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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la caracterizacion de la
microflora haléfila contaminante presente en muestras de pes-
cado seco salado elaborado artesanalmente en el estado Su-
cre. Se analizaron un total de 250 muestras procedentes de
cuatro localidades de la region: Cariaco, San Antonio del Gol-
fo, Caimancito y el Morro de Puerto Santo. Las especies selec-
cionadas fueron las siguientes: Katsuwonus pelamis, Eutinnus
alleteratus, Trichiurus lepturus, Istiophorus albicans y Aetoba-
tus narinari Los andlisis bacteriolégicos se orientaron de
acuerdo a la concentracion de sal contenida en el producto y a
los posibles gérmenes contaminantes, siguiendo la metodolo-
gia recomendada por APHA. Utilizando agar TSA con adicion
de NaCl (5, 10, 15,20%). La deteccion, aislamiento & identifica-
cién de la micoflora haléfila se realizé segun la metodologia re-
comendada por Samson y col. Los resultados revelaron una
elevada contaminacion microbiana en todas las muestras ana-
lizadas, correspondiéndole el valor maximo para el recuento
de bacterias haléfilas de 5,3x106UFC/g a las muestras de Kal-
suwonus pelamis. El valor maximo para recuentos de hongos
correspondid a 4,8x10° UFC/g en las muestras de Eutinnus
alleteratus. Las bacterias haldfilas predominantes fueron iden-
tificadas como: Pseudomonas salinaria, Micrococcus sp, Pe-
diococcus halophylus y sarcina litoralis. En cuanto a los hon-
gos, se llevaron a cabo importantes aislamientos. pertenecien-
tes en su mayoria al género Aspergillus, con la prevalencia de
las especies: A. penicillioides y A. terreus. Se concluye que
por la categoria de los microorganismos detectados, el produc-
to implica un riesgo para la salud del consumidor.

Palabras clave: Bacterias, mohos, contaminantes, pescado,
seco-salado.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to characterize the halophile
microbial flora, a contaminant present in dry salted fish sam-
ples elaborated by artisan labor in Sucre state. A total of 250
samples were analyzed, proceeding from 4 localities in the re-
gion: Cariaco, San Antonio del Golfo, Caimancito and el Morro
de Puerto Santo. The species selected were the following: Kat-
suwonus pelamis, Eutinnus alleteratus, Trichiurus lepturus, Is-
tiophorus albicans, and Aetobatus narinari. Bacteriological
analysis were oriented according to the salt concentrations
contained in the product and the possible germ contaminants,
following the methodology recommended by APHA. Agar TSA
was utilized with additions of NaCl (5, 10, 15, and 20%). The
detection, isolation of and identification of halophile microbial
flora was done according to the methodology recommended by
Samson and collaborators. The results reveal a high level of
microbial contamination in all of the samples tested, and the
maximum values corresponded to a halophile bacterial count
of 5.3x 10(6) UFC/g in the Kafsuwonus pelamis samples. The
maximum fungus count was 4.8 x 10(5) UFC/g in the Eutinnus
alleteratus samples. The predominant halophile bacteria were
identified as: Pseudomonas salinaria, Micrococeus sp., Pedio-
coccus halophylus and sarcina litoralis. In reference to fungus,
important isclations were made corresponding principally to the
gender Aspergillus, with a prevalence of the species: A penicil-
lioides and A terreus. The conclusion is that the product pres-
ents a health risk for consumers due to the categories of micro-
organisms detected.

Key words: Bacteria, molds, contaminants, fish, salt-dried.

INTRODUCCION
La técnica de salar y secar ha sido utilizada desde tiem-
pos muy remotos, como una buena alternativa para la preser-

vacién del pescado; su carne es sumamente corruptible y se
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deteriora rapidamente durante su almacenamiento. Sin embar-
go a pesar de ser muy utilizada, miles de toneladas del pro-
ducto se pierden cada afio alrededor del mundo y una elevada
proporcion del pescado consumido de esta forma, no es de la
mejor calidad y nivel nutritivo [19].

En Venezuela, alrededor de la quinta parte de todo el
pescado que se desembarca, es sometido a un proceso de sa-
lado y secado al sol, actividad ésta que para muchos pescado-
res alejados de la costa, es la Unica forma de preservar estos
productos [23]. Sin embargo es poca la informacién disponible
en cuanto a la produccién y comercializacién de este rubro de-
bido a la naturaleza fragmentaria de su produccion y a su ela-
boracion, netamente artesanal. Por otra parte, es importante
hacer mencién que continuara siendo uno de los métodos mas
sencillos para preservar el pescado aln cuando es evidente
gue su procesamiento y almacenamiento deben ser mejorados
para garantizar la calidad e inocuidad de este producto. Su
elaboracién se realiza sin cumplir con las normas sanitarias
establecidas, implicando un riesgo potencial para la salud del
consumidor.

Durante el proceso de elaboracion del pescado seco-sa-
lade se altera la naturaleza de la materia prima produciéndose
modificaciones tanto fisicas como quimicas, debido a complejas
reacciones enzimaticas. Cabe destacar, que el efecto preserva-
dor de la sal esta limitado por su real incorporacién a la carne
del pescado y en consecuencia, al alcance de valores de a,,
que impiden el desarrollo de ciertos microorganismos, asi como
la de bloguear reacciones biogquimicas paralelas. En el deterioro
del pescado salado, el crecimiento de microorganismos esté re-
lacionado directamente con la actividad del agua. Las alteracio-
nes se registran casi totalmente durante el curado seco o en
pila y una de las causas mas comunes se debe al desarrollo
bacteriano [23)]. Existen bacterias que se desarrollan en presen-
cia de sales variando de las halotolerantes hasta las haléfilas
estrictas. La presencia o predominio de cada grupo bacteriano
estd relacionado directamente con la concentracion de sales,
pH, temperatura, presion o nivel de oxigeno, entre otros facto-
res. La fuente mas importante de estas bacterias radica princi-
palmente en algunos tipos de sal [15].

Las bacterias haldfilas por sus caracteristicas proteoliti-
cas causan olores anormales y el ablandamiento de la carne
con el consiguiente rechazo del producto por parte del consu-
midor [20]. Otro tipo de contaminacion por microorganismos,
detectable es la denominada “dun”, producida por hongos y le-
vaduras, caracterizandose por la aparicion de manchas o pun-
tos de color pardo tostado en la superficie de la carne. Las al-
teraciones que ocurren en el pescado salado durante el alma-
cenamiento cursan con un ablandamiento gradual, el desarro-
llo de olores y sabores fuertes, afectdndose las caracteristicas
deseables del producto. Obviamente, del control de calidad
depende de que se eviten grandes riegos desde el punto de
vista sanitario y econémico ocasionado por efecto de descom-
posicion y rechazo del producto.
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Por ser el pescado seco-salado un producto de elabora-
cién artesanal y de consumo tradicional en la poblacién vene-
zolana, se logré con este trabajo de investigacién evaluar la
microflora haldfila contaminante que interviene en la alteracién
y disminucion de su calidad.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este estudio se analizaron un total
de 250 muestras recolectadas en el periodo entre agosto de
2000 a marzo de 2001. Se seleccionaron cinco especies de
pescados secos-salados por su importancia comercial, proce-
dentes de cuatro localidades de la regién nororiental del esta-
do Sucre: Cariaco, San Antonio del Golfo, Caimancito y el Mo-
rro de Puerto Santo. Las especies seleccionadas fueron las si-
guientes: Katsuwonus pelamis (Atun Listado), Eutinnus allette-
ratus (Cabana Pintada), Trichiurus lepturus (Tajali), Istiophorus
albicans (Palagar) y Aetobatus narinari (Chucho). La recolec-
cion, traslado y posterior manejo se llevé a cabo segun las re-
comendaciones de la American Public Health Association
(APHA) [1]. Las muestras se transportaron bajo estrictas con-
diciones de asepsia, empleéndose para tal fin, cavas de anime
y bolsas plasticas con cierre hermético. Después de su recep-
cién fueron procesadas en el laboratorio de Microbiologia de
Productos Pesqueros del Centro de Investigaciones Agricolas
del estado Sucre (CIAE-Sucre) —Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agricolas (INIA). Los andlisis se realizaron por tripli-
cados, tres ejemplares por muestreo y especie. La preparacion
de los medios de cultivos para la deteccién, aislamiento e
identificacion de los microarganismos se efectud de acuerdo a
la actividad de agua (ay,), % de humedad, pH y concentracién
de sal contenida en el producto.

Analisis fisico-quimicos

Determinacion del porcentaje de humedad. Se realizd
mediante el método adoptado por la Association of oficial
Analytical Chemists AOAC [2], utilizandp una Termobalanza

(OHAUS N° 6010, Scala Corp. Unién New Yersey, USA) hasta
peso constante.

Determinacion del porcentaje de cloruros. El conteni-
do de sales se determiné mediante el método de MOHR adop-
tado por [2, 7, 8].

Determinacion de pH. Se realizd seguin la norma CO-
VENIN 1315-79 [6]. Se homogenizé la muestra de pescado
con agua bidestilada en una proporcién 1:1, efectuédndose la
medicién con un pH-metro digital (Marca Corning 220).

Determinacion de la actividad de agua (a,). La activi-
dad de agua se determiné mediante el empleo de un medidor
del punto de rocio (Decagon, cx-2) previamente equilibrado
con una bateria de soluciones salinas saturadas, aceptando
la relacidn entre el punto de rocio y la presidn de vapor de
agua [20].
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Deteccion, recuento y aislamiento de bacterias halo-
filas. Los procedimientos de deteccion, recuento y aislamiento
se establecieron de acuerdo a la metodologia recomendada
por American Public Health Asociation APHA [1], se procedio a
remover asépticamente parte de la musculatura del pescado
seco salado y a preparar un homogenizado tomando 25g del
musculo y adicionandole 225 ml de agua peptonada alcalina
(APW. Merck, Darmastad, German) para obtener una dilucion
de 10" A partir de esta dilucion se realizaron diluciones seria-
das hasta 10, Posteriormente se sembré por duplicado y por
inclusion, un mililitro de cada dilucién en placas de Petri estéri-
les, previamente identificadas y contentivas de Agar Tripticasa
de Soya, TSA (BBL, Baltimore Biological Laboratories, USA)
con adicién de NaCl (5, 10, 15 y 20%); tomando en considera-
cion las caracterigticas nutricionales y requerimientos salinos
de las bacterias haldfilas y las halotolerantes. Las placas fue-
ron incubadas a 20 /= 0,1°C por 5 dias. Los resultados se ex-
presaron en unidades formadoras de colonias por gramos de
muestra (UFC/g). Las colonias desarrolladas fueron repicadas
en placas de Agar TSA con NaCl a las concentraciones antes
mencionadas, con el objeto de aislarlas. Posteriormente se les
caracterizé morfologicamente mediante la técnica de colora-
cion de Gram, modificada por Hucker y Conn [14].

Identificacion de bacterias Haléfilas mediante prue-
bas bioquimicas. Las cepas caracterizadas como bacilos
Gram Negativos se identificaron hasta especie, utilizando es-
quemas establecidos en el manual de Bergey [4]. A las cepas
Gram positivas se les aplico la prueba de la catalasa [12], mo-
tilidad, hidrolisis de la gelatina, transformacién de la arginina-
dihidrolasa (ADH), la esculina y fermentacion de carbohidratos
[21]. La identificacion se efectué mediante la comparacion de
los resultados obtenidos con esquemas de identificacion pre-
viamente establecidos por Kocur [17].

Deteccion, recuento y aislamiento de la micoflora ha-
16fila. Se realizé de acuerdo a la norma COVENIN 1337-90 [9]
y a la metodologia recomendada por Samson y col [21]. Como
medios de cultivo se utilizaron, el agar MEA (Malt Estract Agar,
Merck) con 20% de sacarosa y NaCl (5, 10, 15y 20%) y el Po-
tato Dextrosa Agar (PDA, Merck) acidificado con 2 gotas de
acido tartarico al 10% y NaCl (5, 10, 15 y 20%), a todos los
medios preparados se les determind la a,,. Las placas sembra-
das se incubaron por 5 dias a 25/+0, °C. Los resultados se ex-
presaron en unidades formadoras de colonias (UFC/g) por gra-
mos de muestra.

Identificacién de los hongos. Se efectud a partir de culti-
vos puros, utilizandose como medios Agar Czapek, Agar DG 18
(Dichloran 18% Glicerol Agar, para especies xerofilicas, excepto
Eurotium) y PDA acidificado. Se realizaron montajes himedos y
microcultivos. Para la identificacidn se emplearon las descripcio-
nes de Fassatiova [11]; Koneman [18] y Samson y col [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se presenta los resultados de los anélisis
microbioldgicos realizados a las muestras de pescados se-
cos-salados. Estos resultados se tomaron como valores de re-
ferencia para relacionarlos con ciertos parametros como pH,
humedad y actividad de agua, los cuales fueron factores deter-
minantes en el perfil microbiano del alimento en particular. Se
relaciond el predominio de cada grupo de acuerdo a la natura-
leza fisico-quimico del producto. Los analisis microbioldgicos
revelaron un alto grado de contaminacién microbiana. Los va-
lores obtenidos fueron los siguientes: para el recuento de bac-
terias, el valor maximo correspondié a 5,3 x 108 UFC/g en las
muestras de Atun Listado (Katsuwonus pelamis), estas mues-

TABLA | _
RESULTADOS DE LOS ANALISIS FiSICO-QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS DE LAS MUESTRAS
DE PESCADOS SECOS-SALADOS

Muestras pH % Humedad % aw Recuento total de Recuento total de
NaCl bacterias (UFC/G) hongos
TSA 15% NACL (UFC/g)
MEA 15% NaCl
Istiophorus albicans 6,8 54,5 17,73 0,773 1,6 x 10° 4,5 x 104
(Palagar)
Aetobatus narinari 7i2 61,1 18,72 0,790 4,5x108 21x10°
(Chucho)
Trichiurus lepturus 6,8 47,9 19,66 0,750 3,7 x 108 3,4 x 103
(Tajali)
Euthinnus alleteratus 6,9 59,2 16,2 0,788 2,6 x 108 | 48x10°
(Cabafia pintada)
Katsuwonus pelamis 6,9 61,2 16,4 0,792 5,3 x 108 23x10°

(Atdn listados)

321



Evaluacion de la flora microbiana haldfila contaminante del pescado seco-salado / Grad, C. y col.

tras presentaron un elevado porcentaje de humedad (61,2%) vy
un contenido de NaCl de 16,4%, mientras que el valor maximo
para recuento de hongos correspondié a 4,8 x 10° UFC/g en
las muestras de Cabana Pintada (Euthinnus alleteratus),con
un porcentaje de humedad de 59, 2% y de 16,2% de NaCl. Es-
tos resultados coinciden con los reportados por lriarte y Gon-
zales [16], Villalobos y Gral [23], quienes evaluaron la calidad
microbiolégica de varias especies de pescado secos salados
procesadas en la regién Oriental del pais. Los investigadores
sugirieron que el alto grado de contaminacién detectado en el
producto se debid a la implementacién de una metodologia no
adecuada para lograr un secado y salado 6ptimo, concluyendo
que el deficiente tratamiento postcosecha permitié que fuese
un medio apropiado para el desarrollo de bacterias haldfilas y
de hongos.

Con respecto a la actividad de agua, los valores obteni-
dos en casi todas las muestras de pescados secos-salados
analizadas, exceptuando Trichiurus lepturus (TABLA 1) eviden-
ciaron el deterioro del producto por la accién de microorganis-
mos capaces de desarrollarse a valores de a,, de 0,79 a 0,77.
Los productos pesqueros salados y secos usualmente tienen
valores de a,, iguales o menores de 0,75. Pero a valores de a,,
0,70 no se garantiza la estabilidad y es posible |a alteracién por
algunos hongos [20]. La a,, afecta considerablemente la sus-
ceptibilidad que tiene el pescado en el proceso de salado y se-
cado al deterioro microbiano. Los microorganismos tienen una
necesidad absoluta del agua para poder desarrollarse, por con-
siguiente a medida que disminuye la a,,, de sus niveles éptimos,
el metabolismo microbiano se va inhibiendo cada vez mas has-
ta que se detiene por completo su desarrollo [19, 20]. Todos los
microorganismos tienen un maximo, un dptimo y un minimo
para crecer y en el caso de bacterias haldfilas y mohos xerdéfilos
por lo general, esto ocurre a un rango de a,, comprendido entre
0,75 a 0,65. De acuerdo a este criterio el producto esta sujeto al
crecimiento de microorganismos. Es importante sefalar la mar-
cada tendencia del pH de las muestras hacia la neutralidad. Un
pH neutro o alcalino es sefial de deterioro o que el pescado ha
sido salado en condiciones inadecuadas [19, 23].

Como se indica en la TABLA |, con la primera de las
muestras de pescados secos-salados se llevaron a cabo re-
cuentos elevados de hongos. Aun cuando el producto visible-
mente no presentd el aspecto mohoso, la presencia de un
gran nimero de esporas o conidios evidencid la posibilidad de
una contaminacion por manejo inadecuado o la elaboracién
del producto con una materia prima de dudosa calidad. Estas
observaciones son comprensibles si consideramos la ecologia
de los hongos aislados, en su mayoria caracterizados por ser
hongos de almacenamiento, pertenecientes al género Aspergi-
llus. Las especies predominantes fueron identificadas como A.
terreus, A. Penicillioides y A. niger. Los hongos aislados se en-
cuentran dentro de la categoria de hongos filamentosos xero-
tolerantes. Es importante hacer mencién que la habilidad de
estos hongos filamentosos de crecer a valores de a,, bajos ra-
dica en su capacidad proteolitica, aminolitica y lipolitica [5]. La
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actividad de agua minima para el crecimiento de Aspergillus
terreus y Aspergillus niger es de 0,78 [3]. La a,, minima repor-
tada para Aspergillus penicillioides y Eurotium chevalieri es de
0,77 y 0,71 respectivamente [22]. Por lo que se explica su de-
teccion en las muestras de pescados secos-salados, en las
que los valores de a,, oscilaron entre 0,77-0,79 .Las colonias
de Aspergillus. terreus crecieron rapidamente a 25°C en el
Agar Extracto de Malta (MEA) y Czapek. En cinco dias se
transformaron de color canela-beige a marrén oscuro, de tex-
tura algodonosa a granulosas a medida de que se produjo una
esporulacion profusa (FIG.1 A). Observaciones microscopicas
permitieron identificar a Aspergillus terreus, se caracterizo por
presentar una cabeza conidial compacta, claramente columnar
y conidioforos hidlinos. La vesicula subglobosa o en forma de
clpula presentando métulas y fidlides al borde por lo que se
clasifica como biseriado (FIG. 1B). Aspergillus terreus es habi-

FIGURA 1. Aspergillus terreus. A: COLONIAS DESPUES
DE UNA SEMANA DE CRECIMIENTO EN MEA. B: CABEZA
CONIDIAL COMPACTA. COLUMNAR. VESICULA SUBGLO-
BOSA, FIALIDES SOSTENIDAS POR METULAS, BICERIA-
DO. 400X
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tante comun en suelos y alimentos particularmente almacena-
dos, es un importante productor de metabolitos toxicos. Es
probablemente termofilico y se conoce muy poco sabre su fi-
siologia [22].

Aspergillus penicillioides crecié pobremente en las pla-
cas de Agar Czapek, sin embargo el crecimiento y esporula-
cién fue mas abundante en las placas de Agar Extracto de
Malta (MEA) con 20% de sacarosa y cloruro de sodio. Su colo-
racién varié de verde claro a verde oscuro (FIG.2 A y B). As-
pergillus penicillioides, se ubicd taxendmicamente por presen-
tar una cabeza conidial radiada en etapas tempranas de creci-
miento, haciéndose columnar con la madurez del microorga-
nismo. Fidlides directamente sobre la vesicula (uniseriado),
conidios elipsoidales ornamentados (FIG. 2C). Se reporta
como habitante comun en producto como especies, frutas se-
cas y ambientes interiores [22].

Aspergillus niger comenzd su crecimiento como una co-
lonia blanca torndandose rapidamente en el Agar Extracto de
Malta, de color negro oscuro, desarrollando un efecto apimien-
tado en el medio.

En cuanto a la flora bacteriana aisladas de las muestras
de pescados secos-salados se reporta a Pseudomonas salina-
ria y Pediococcus halophylus como las bacterias predominante
en todas las muestras analizadas. El cardcter de extrema halé-
filia, sus caracteristicas morfolégicas, y sus reacciones bioqui-
micas influenciadas por la concentracién de NaCl y de muchos
cationes en los medios de cultivo permitieron la identificacion
de estos microorganismos (TABLAS Il y Il1).

El crecimiento éptimo de Pediococcus halophylus se evi-
dencié a la concentracién de 15% de NaCl en los medios de
cultivos (TABLA lll). La prueba de la catalasa resultd positiva
para Pseudomonas salinaria y negativa para Pediococcus ha-
lophyius. Estudios previos [13] sostienen que cierto grupo de
bacterias poseen una catalasa gue no contiene grupo prostético
Hem, formado por cuatro atomos de hierro trivalente que retiene
su estado oxidado durante la actividad enzimatica. Pediococcus
halophylus por ser una bacteria capaz de producir acido lactico
y de poseer esta pseudocatalasa que carece del grupo prostéti-
co Hem, demostré una reaccion negativa a la prueba.

Pseudomonas salinaria reacciond positivamente a la
prueba de la citocromooxidasa a una concentracion de 20% de
NaCl en el medio de cultivo, demostrando su condicion de or-
ganismo extremadamente halofilico. Sin embargo, investiga-
ciones realizadas por Christian y Gibbson [10] indican que esta
enzima se inactiva irreversiblemente cuando ciertas bacterias
son cultivadas en medios con adicién de NaCl a concentracio-
nes superiores de 10%.

CONCLUSIONES
Los resultados de los andlisis bacteriologicos revelaron

una mayor incidencia de las bacterias Pseudomonas salinaria
y Pediococcus halophylus. Ambas bacterias scn consideradas

FIGURA 2. Aspergillus penicillioides. A: COLONIAS DES-
PUES DE UNA SEMANA DE CRECIMIENTO EN AGAR
CZAPEK. B: COLONIA EN MEA CON 20% DE SACAROSA.
C: DETALLES DE LA CABEZA CONIDIAL COMPACTA, CO-
LUMNAR. VESICULA SUBGLOBOSA. FIALIDES DIRECTA-
MENTE SOBRE LA VESICULA, UNISERIADO. 950X
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como formadoras de histamina. Sustancia muy activa que pro-
voca diversos desordenes fisiolégicos en individuos afectados,
entre ellos shock anafilactico. En cuanto a la deteccion y aisla-
miento de mohos en las distintas muestras de pescado seco
salado se reporta una mayor incidencia del género Aspergillus,
con predominancia de las especies identificadas como A. peni-
cillioides, A. terreus y A. niger. Aun cuando son considerados
como hongos toxigénicos, se descarta la produccién de meta-
bolitos secundarios o sustancias micotoxigénicas a valores ay
tan bajos. Sin embargo, representa un riesgo para la salud pu-
blica. El mejor ejemplo es la variedad de procesos humanos
pulmonares y generalizados ocasionados por la inhalacion de
esporas de una o mas especies de Aspergillus. Aspergillus fe-
rreus y Aspergillus niger son invasores frecuentes, relaciona-
dos con la otomicosis, son especies termotolerantes y hasta
cierto grado tolerantes a los tejidos y son capaces de evadir
las defensas del huésped.

Se recomienda como medidas preventivas para evitar la
contaminacién del producto mantener las condiciones de higie-
ne durante el procesamiento y almacenamiento del pescado,
asi como la utilizacién de concentraciones adecuadas de sal, la
calidad de la misma y empleo de técnicas apropiadas, el control
de transportadores de esporas de mohos como es el caso de
ciertos &caros, moscas y roedores y la implementacion de solu-
ciones viables para empaquetar y almacenar el pescado seco-
salado, casi inexistentes en nuestra produccién nacional.
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