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Identificacion de cepas bacterianas cultivables presentes en Scomber japonicus
peruanus salada utilizando un fragmento del gen 16S ARNr. Tumbes, 2018

Br. Isabeli Pulache Roque'’
Dr. Oscar Augusto Mendoza Neyra?

RESUMEN

La presente investigacion se desarroll6é en la Facultad de Ingenieria Pesquera y
Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes, durante los meses de
junio agosto y setiembre de 2018. Tuvo como objetivo identificar genGmicamente
las bacterias cultivables presente en la caballa comercializada en el mercado
modelo de Tumbes, utilizando un fragmento del gen 16S ARNr. Inicialmente se
aplicé un analisis microbiolégico convencional y luego se realizé una PCR, para
enviar a secuenciar los fragmentos amplificados. Los resultados encontrados y
comparados con la base de datos del Genbank y que estuvieron entre 98 y 100%
de similitud fueron: Staphylococcus sp., Halomonas sp., Staphylococcus sp.,
Staphylococcus equorum, Salinivibrio sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus
nepalensis, Staphylococcus equorum, Salinivibrio sp., Staphylococcus equorum.
El promedio de humedad del musculo reportada fue de: Junio (62,73+3,02%),
Agosto (62,72+10,34%) y Setiembre (47,71+5,53%); mientras que para el cloruro
de sodio fue de: Junio (12,62+4,92%), Agosto (15,31+£3,01%), Setiembre
(11,87+4,67%). La apariencia externa fue: 36% normal, 50% brillante y 14%
palida. La textura fue: blanda 44%, firme 40% y flacida 16%. El olor fue de: fresco
70% y rancio 30%.

Palabras clave: Scomber japonicus, pescado salado, genémica, bacterias.
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Identification of culturable bacterial strains present in salted Scomber japonicus
peruanus using a fragment of the 16S rRNA gene. Tumbes, 2018
Br. Isabeli Pulache Roque'

Dr. Oscar Augusto Mendoza Neyra?

ABSTRACT

The present research was developed in the Faculty of Fishing Engineering and
Marine Sciences of the National University of Tumbes, during the months of June,
August and September, 2018. Its objective was to genetically identify the
culturable bacteria present in the mackerel commercialized in the market model
of Tumbes, using a fragment of the gene 16S rRNA. Initially a conventional
microbiological analysis was applied and then a PCR was performed, to send the
amplified fragments to be sequenced. The results found and compared with the
Genbank database and which were between 98 and 100% similarity were:
Staphylococcus sp., Halomonas sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus
equorum, Salinivibrio sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus nepalensis,
Staphylococcus equorum, Salinivibrio sp., Staphylococcus equorum. The muscle
moisture average reported was: June (62.73+3.02%), August (62.72+10.34%) y
September (47.711£5.53%); while for sodium chloride it was: June (12.62+4.92%),
August (15.31£3.01%), September (11.87+4.67%). The external appearance
was: 36% normal, 50% bright and 14% pale. The texture was: soft 44%, firm 40%
and flaccid 16%. The smell was: fresh 70% and rancid 30%.

Keywords: Scomber japonicus, salty fish, genomics, bacteria.
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. INTRODUCCION

Scomber japonicus peruanus (Jordan y Hubbs 1925), es un pez cosmopolita
conocido con el nombre comun de caballa que se localiza, en el Pacifico
Americano, y se desembarca en todas las caletas del litoral peruano desde
Sechura hacia el sur, siendo la tercera especie mas desembarcada en el Peru
(INEI 2014). Gran parte de la captura de esta especie se procesa como salado y
se comercializa en lugares donde existe fuerte demanda, como en Tumbes,
donde ademas de ser vendida en el mercado local, también se exporta al
Ecuador, lugar en el que es muy apreciada. La caballa salada se comercializa
sin envasar por lo que esta expuesta a diversos agentes contaminantes, tanto
fisicos, quimicos o biolégicos (insectos, roedores o microorganismos) de
presentarse tales contaminantes el producto deja de ser apto para el consumo
humano, segun las exigencias de calidad del Codex Alimentarius desarrollado
por la FAO-OMS (1963).

En pescado salado, se ha reportado la presencia de bacterias como:
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Escherichia coli, Streptococcus faecalis
y Streptococcus faecium (Romero-Jarero, y Negrete-Redondo 2011; Escobar y
Hernandez. 2012).

Scomber japonicus peruanus es la tercera especie mas desembarcada en el
Peru y se comercializa en gran parte en forma de salado artesanal por lo que
estd expuesta a multiples contaminantes bioldgicos entre ellos las bacterias,
algunas de las cuales son patdgenas para el ser humano. Este producto es
comercializado en Tumbes en forma artesanal y existe el riesgo de que porte
bacterias patdégenas; sin embargo, hasta la fecha no se habia realizado un
estudio para determinar que cepas bacterianas se hallan presentes en éste

recurso.

En el mercado de abastos y lugares de expendio de productos hidrobioldgicos
de la ciudad de Tumbes, no existe un adecuado manipuleo y almacenamiento
para su posterior venta, de los productos pesqueros entre ellos la caballa. De tal

manera que llegue al consumidor, en condiciones saludables que garanticen una



buena calidad. En tal sentido se recomienda hacer un uso adecuado del control
organoléptico para asegurar la calidad del producto antes de su proceso y su

posterior almacenaje.

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos los siguientes:

Objetivo general

Identificar las cepas bacterianas cultivables presentes en la caballa
comercializadas en el mercado de Tumbes, utilizando un fragmento del gen 16S
ARNTr.

Objetivos especificos

1. Aislar y cultivar bacterias de caballa (Scomber japonicus peruanus) salada
comercializada en el mercado de Tumbes.

2. ldentificar, utilizando un fragmento del gen 16S ARNr, las bacterias
cultivables aisladas de la caballa (Scomber japonicus peruanus) salada

comercializada en el mercado de Tumbes.
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Il. ANTECEDENTES

2.1. Trabajos previos

Con respecto a la evaluacion microbiana haldfila en especies saladas,
Grau et al. (2003), manifiestan que la caracterizacién de la microflora haldfila
contaminante presente en muestras de analisis de pescado seco salado
elaborado artesanalmente en el Estado de Sucre, reveld una elevada
contaminacion microbiana en todas las muestras analizadas (5,3 x 106 UFC/qg).

Encontrando presencia de Pseudomonas salinaria y Pediococcus halophylus.

Con respecto al salado de merluza (Merluccius gayi peruanus), Lopez y Davila
(2005), compararon tres procedimientos de salado de merluza en pila seca, pila
humeda y deshidratacidon osmoética al vacio. En las muestras saladas, se
determiné la evolucion del contenido de sal, el contenido de agua, el recuento de
microorganismos aerobios viables, estafilococos, mohos y la actividad de agua.
Se encontré que la poblaciéon de microorganismos decae rapidamente en las
muestras tratadas con deshidratacién osmoética al vacio. Concluyendo que el
salado con la inhibicion por la deshidratacion osmética al vacio, se produce
dentro de las cinco primeras horas, de 7,83 UFC/g a 4,45 UFC/g, en comparacion
a las reducciones de 7,6 UFC/g por las técnicas de pila seca y pila humeda en el
mismo periodo, probablemente por la reduccion de la disponibilidad de agua en
las muestras saladas. El tratamiento de deshidratacion osmotica al vacio incide
durante el periodo de razén constante en la velocidad de destruccion de hongos
(0,3183), quintuplicando su efecto comparado al de pila seca (0,065) y al de pila
hameda (0,0693), probablemente, por efecto del vacio, se quintuplica la
velocidad de destruccion de estafilococos en pila seca (0,0281) y se duplica la
de pila humeda (0,0732).

Basti et al. (2006) estudiaron productos tradicionales en Iran, pescado salado y
ahumado en frio, 28 peces Alosa kessleri del mar caspio y 39 carpas plateadas
(Hypophthalmichthys molitrix) fueron examinados usando pruebas bacterianas
estandarizadas, 40 liza aurata (lisa) y 20 ahumados de H. molitrix comprados de

un mercado de pescado fueron también probados. Listeria monocytogenes



fueron superiores a 1x102 UFC/g en 2,6% de las carpas plateadas no ahumadas,
en 5,1% de las carpas ahumadas, en 20% de las carpas adquiridas en el
mercado y en 10% de L. aurata; Vibrio parahaemolyticus fue encontrado en
21,4% de A. kessleri fresco, en 7,1% de A. kessleri ahumado, 5% de carpas
plateadas del mercado, en 35% de L. aurata fresca y en 50% de Alosa kessleri
salada. Para 7,5% L. aurata fresca y en 2,5% de Alosa kessleri salada, V.
parahaemolyticus fueron mayores que 1x102 UFC/g Escherichia coli y
Salmonella dublin fueron obtenidas en 30,8% y 2,6% de H. molitrix,
respectivamente. Ningun coliforme ni Salmonella spp. fueron detectados en
pescado salado y ahumado. Staphylococcus aureus fue mayor que 1x10° UFC/
g fueron obtenidos en 55% de las carpas plateadas obtenidas en el mercado y
10% de Alosa kessleri salada. De ello, concluyeron que el consumo de estos
peces, ya sea crudo o semicrudo puede contribuir a enfermedades alimenticias

en Iran.
2.2. Preservacion tradicional del pescado

Balbuena (2014), refiere que el salazonado de los alimentos carnicos
como el pescado es un método de conservacion que se ha utilizado desde
tiempos remotos como alternativa de conservacion durante periodos mas
prolongados para su consumo. Esta técnica consiste en generar dentro del
producto condiciones inadecuadas para el desarrollo de microorganismos. La
alta concentracion de sal alrededor del pescado dan como resultado una
transferencia osmética, provocando la salida de agua de la carne y la penetracion
de la sal en el producto, impidiendo por la alta concentracion de la misma el

crecimiento de la microflora que causa el pudrimiento de pescado.

Los métodos tradicionales de conservaciéon son denominados métodos de
curado porque se basan en reducir el contenido de agua aplicando sal, vinagre
o compuestos del humo. Los métodos de curados mas comunes son: el
ahumado, salado y secado. El ahumado es una de las técnicas mas antiguas de
conservacion que permite obtener un producto agradable mediante el humo que

se obtiene por combustion de la madera con un limitado aporte de aire.
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En general los alimentos son perecederos, por lo que necesitan ciertas
condiciones de tratamiento, conservacion y manipulacion. Su principal causa de
deterioro es el ataque por diferentes tipos de microorganismos (bacterias,
levaduras y mohos) (Gamboa 2010, citado por Escobar y Hernandez 2012).
Segun Hoffmann (2005) citado por Llaro (2018), manifiesta que el ahumado tiene
como proposito el aumento de la capacidad de conservacion y la modificacion
adecuada de la textura, el aspecto (color), el aroma y el sabor de los alimentos.
El secado es otro método de conservacion que se basa en reducir la humedad
mediante un ambiente bajo en humedad relativa, cual puede ser un sencillo
secado al aire libre, usando el calor solar para evaporar el agua, y el viento para
eliminar dicho vapor, también existen otros métodos mas avanzados como el
secado al vacio (aprovecha la mayor velocidad de evaporacion al estar a bajas
presiones), la liofilizacion que es un secado mediante bajas temperaturas y vacio
(Rodriguez 2010).

El proceso de salado tiene como objeto deshidratar o eliminacién de agua del
musculo del producto. Este proceso es afectado por cambios de estructuras
tisulares, viscosidad del fluido del tejido, etc. Una buena preservacion va a
depender del tiempo tomado para que la concentracién de la sal dentro del
pescado, llegue al minimo requerido para detener la autolisis y retardar el

crecimiento microbiano (Lopez y Davila 2005).
2.3. Salado del pescado

Moya (2012) citando a Hall (2001), menciona que el objetivo del
proceso del salado es asegurar la penetracién de la sal y que sea lo bastante
rapido para disminuir la actividad de agua de forma similar en las partes mas

profundas de la carne.

Conociendo que la sal introducida en el musculo del pescado ayuda a
preservarlo de los procesos de descomposicion bacteriana, asi como del retardo
de la actividad enzimatica, pero también se conoce que de manera paralela
ocurren otras formas de deterioro que no pueden ser controladas por la técnica

de salado. La mas importante es la oxidacion de la grasa, en especial cuando se
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trata de especies pelagicas, que se produce cuando el producto salado entra en
contacto permanente con el oxigeno del aire, ocurriendo cambios no deseables
como el color de la carne y la generacion de olores desagradables, asi como
sabores rancios, que no tan solo dafan las caracteristicas sensoriales del
producto sino que su consumo podria en el largo plazo ser dafino para la salud
(Ledn 2011).

El proceso de salado o reduccion de la actividad del agua del pescado por
extraccién, como ocurre en la simple deshidratacion, se produce cuando se
aumenta la concentracion de solutos. La sal comun es mas efectiva, inocua,
corriente y barata que otros solutos alimenticios como el azucar, incluso aunque
esté presente en relativamente pequefas concentraciones. Sin embargo, la
estabilidad por largo tiempo de los productos curados se alcanza unicamente
cuando la concentracion de sal en la carne alcanza el grado de saturacion

(Rodriguez y Ramirez 2007).

La sal comun (cloruro de sodio), es un compuesto natural que se origina por
evaporacion del agua de mar. Es un compuesto que se usa como agente
preservante, debido a su capacidad de inhibir o eliminar bacterias de
descomposicion. Sin embargo, al estado natural es humeda, contiene tierra,
bacterias, hongos y una serie de impurezas, que podrian originar a los productos
a los cuales es aplicada resulten con deficiente calidad y de corta vida de
conservacion. Procesadores de pescado salado saben que al ser usada de
manera directa el pescado puede adquirir coloraciones rojizas debido a
microorganismos haldfilos, seguido de olores abombados, con la presencia
visible de mohos después de un corto tiempo de almacenamiento (Kristbergsson
y Oliveira 2016).

El contenido de sal en los pescados salpresos o salados ligeros no seria
suficiente para prevenir el desarrollo de bacterias y por tanto no garantizaria una
vida larga en el almacenamiento. Los pescados medianamente salados
presentan mejor resistencia al ataque de bacterias y pueden al igual que los
salpresos absorber agua y aumentar de peso cuando son remojados para su
desalado. Con respecto a la inocuidad en pescados altamente salados, solo las
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bacterias y hongos halofilos contenidos en la sal contaminada, podrian constituir

un problema técnico (Leén 2011).

La materia prima utilizada en el Peru para el procesamiento de productos salados
es de dos tipos: peces grasos y peces magros. Entre las especies grasas se
puede mencionar a caballa, jurel, sardina, bonito, lisa, anchoveta para anchoa,
entre otras, siendo los productos resultantes los denominados propiamente
salados humedos; asimismo, entre las especies magras de mayor uso se puede
citar a los tiburones (azul, diamante, martillo, zorro, tollos) y la merluza, las cuales
estan siempre relacionadas con la elaboracion de productos salados - secos
denominados tipo bacalao (Gallo 2004). Por otro lado, este autor sefala que,
cualesquiera que sean las especies utilizadas, es muy importante que presenten
un alto grado de frescura, como consecuencia del uso adecuado de hielo u otro
sistema de conservacion, tanto a nivel artesanal como industrial. Si se parte de
materia prima en estado de descomposicion se obtendran productos de mala
calidad y apariencia, con una consiguiente vida corta de almacenamiento. Por
eso que es muy importante mantener la cadena de frio desde que el pescado es
capturado, debiendo éste permanecer con hielo una vez llegado a planta y
almacenado, si fuera posible, a temperaturas de refrigeracion, para ir siendo

retirado gradualmente, de acuerdo al avance del proceso.

Para el Instituto Tecnolégico Pesquero del Peru (ITP) (2001), los requisitos
quimicos para un buen salado de pescado son: Humedad (43 a 52%), Cloruro
de sodio (18 a 22%). Asimismo, clasifican la calidad de la caballa de acuerdo a

sus caracteristicas organolépticas (tabla 1).
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Tabla 1. Calificacion de calidad de la caballa salada

caracteristicas organolépticas

de acuerdo a sus

FACTOR DE wpan SALADO CALIDAD "B" SALADO MALA CALIDAD
CALIDAD SALADO CALIDAD "A (Aceptable) (No apto)
Agradable, propio, Agrafja_ble, propio, Desagradable, fuerte, rancio,
o caracteristico ha pescado oo
caracteristico a pescado L - putrido, nauseabundo, en
OLOR o : salado, tipico de su especie, S
salado, tipico de su especie, . - descomposicion externa e
: - ligeros olores extrafios a .
sin olores extrafos. : interna.
rancidez.
Piel rugosa. aldo opaca. corte Desagradable sin brillo, corte
Piel rugosa, brillante, corte ' rugosa, algo opaca, no uniforme, con restos de
uniforme, sin restos de uniforme, pequefios residuos 6rganos internos y sangre
APARIENCIA . L h de visceras, espinas no muy ) ’
érganos internos, espinas . . espinas completamente
. . adheridas presencia de .
adheridas, sin escamas. separadas del musculo, con
algunas escamas. )
presencia de escamas.
Propio agradable a la vista, Propio agradable a la vista, Zonas amarillentas en la
COLOR caracteristico piel grisacea, caracteristico, piel grisacea superficie en la cavidad
metalico, musculo pardo metalico algo opaco, musculo ventral, musculo pardo
claro, algo translucido. pardo, claro u opaco. 0SCUro, rojizo.
Tejido muscular muy firmey  Tejido muscular muy firmey  Tejido muscular muy blanco,
TEXTURA fuertemente adherido al tejido fuertemente adherido al tejido  pastoso, desprendimiento

dseo.

SABOR (PESCADO  Agradable, caracteristico a

SALADO)

mar y ligeramente salado

oseo.

Agradable caracteristico a
mar ligeramente salado.

muy facil del musculo.

Desagradable, rancio,
picante y podrido

2.4. Caballa (Scomber japonicus peruanus)

La caballa es una especie pelagica,

de

cuerpo fusiforme e

hidrodinamico. Su coloracidn en el dorso es verde-botella y esta ornamentado

con muchas lineas gruesas, onduladas y verticales formando dibujos
caprichosos. Viven en ambientes relativamente calidos, con rangos de
temperatura del agua que oscilan entre 14 °C y 23 °C, salinidad entre 34,80 %o y
35,25 %o, oxigeno disuelto entre 2,0 mg/L a 6,0 mg/L, pero prefiere temperaturas
de 15°C a 19 °C y salinidades de 34,9 %o a 35,2 %o. En el Peru se distribuyen a
lo largo de toda la costa sobrepasando las 100 millas marinas de distancia a la
costa, limitada por el frente de penetracién de aguas oceanicas y/o por las
isotermas que limitan esas masas de agua. Es uno de los peces que se procesa
con mayor frecuencia como salado, pero este procesamiento se da en forma
artesanal por lo que posiblemente sea frecuente encontrar en éste bacterias que
puedan deteriorarlo o que puedan ser patégenas para el consumidor (Ledn

2011).
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2.5. Bacterias presentes en el salado

La alteracion de los productos salados se debe casi exclusivamente al
crecimiento bacteriano. Existen bacterias halotolerantes asi como haléfilas que
se desarrollan en los productos salados, el predominio de determinado grupo de
bacterias depende de varios aspectos tales como del pH, temperatura, presién,
oxigeno; y se sabe que la principal fuente de contaminacion bacteriana proviene
de la misma sal utilizada en el proceso. Las bacterias haldfitas tienen
propiedades proteoliticas y generan olores desagradables, ablandamiento de la
carne con lo que el producto es rechazado (Grau et al. 2003).

Por su parte Escobar y Hernandez (2012) mencionen en su investigacion sobre
Analisis de bacterias patdogenas en Sardina Salada-Seca, con base a los niveles
de Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Escherichia coli detectados en el
proceso artesanal de la “sardinas” la cantidad de muestras superan el limite

maximo permisible.

2.6. Identificacion de bacterias

Ordinola y Peralta (2014), refieren que las técnicas de identificacion de
bacterias han ido evolucionando con el tiempo, y que actualmente se cuenta con
tres alternativas principales para realizarla, los cuales son métodos de
identificacion bioquimica, gendmica y mediante perfiles peptidicos. La
identificacion bioquimica de bacterias se basa en la identificacion de los
productos bioquimicos resultado del metabolismo de las bacterias. Existen
muchas pruebas que implican generalmente la observacion del cambio que
producen en un sustrato las enzimas de la bacteria, este cambio normalmente
es visualizado por el viraje de coloracion de un indicador, por la produccion de
gas, por el crecimiento bacteriano al aprovechar el sustrato entre otras; la
identificacion mediante perfiles peptidicos, es una técnica muy reciente que usa
la espectrometria de masas para la identificacion de proteinas (gemelamente
ribosomales) que permiten distinguir cepas bacterianas distintas, esta técnica
aprovecha el poco tiempo necesario para obtener resultados con el
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espectrometro de masas: la identificacion genémica sin embargo, es a la fecha

la mas precisa contra la cual se compara el resto de métodos.

2.7. ldentificacion genémica de bacterias

La identificacion gendmica permite una mayor precision al comparar los
genomas completos de las bacterias (hibridacion ADN-ADN); sin embargo; esto
es costoso y laborioso, por lo que, no puede usarse rutinariamente en la
identificacion (Pascual et al. 2010; Janda, and Abbott 2007), es por ello que la
comparacion de ciertos genes constitutivos (que se expresan en todas las células
bacterianas) son los candidatos mas habituales para servir como fuente
importante en la identificacién, dentro de estos ultimos el mas utilizado

actualmente es el gen 16S ARNTr (Ordinola y Peralta 2014).

2.8. Identificacion genémica mediante el gen 16S ARNr

Rodicio y Mendoza (2004), definen al gen 16S ARNr como una seccion
del ADN que codifica para un polirribonucleétido de aproximadamente 1500 nt,
a partir de cuya secuencia se puede obtener informacidén filogenética y
taxonomica. La amplificacion de un fragmento del gen 16S ARNTr se obtiene en
un termociclador, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como
sustrato se utiliza normalmente ADN purificado a partir de un cultivo puro
bacteriano. Para la amplificacién del gen 16S ARNr, las regiones conservadas
facilitan el disefio de oligonucleétidos iniciadores (20 nt, aproximadamente).
Cuando se pretende amplificar el gen 16S ARNr practicamente completo, se
utilizan iniciadores disefiados en base a secuencias conservadas proximas a los
extremos 59 y 39 del gen, que originan amplicones de 1500 pb,

aproximadamente.

El estudio del gen 16S ARNTr con propdsito de identificacion requiere ademas de

la PCR, que se encarga de clonar miles de copias del gen en estudio, que
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conduce a conocer la secuencia de nucledtidos que lo conforman, dicha
secuencia es comparada contra bases de datos gendmicas, por ejemplo
GenBank que acumulan millones de secuencias de ADN para diferentes genes
y organismos a fin de poder identificar la secuencia mas similar que se conoce a

que especie pertenece (Dulanto 2013).
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lll. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIALES
e 50 ejemplares de S. japonicus peruanus
e 500 gde agar TSA
¢ 100 placas Petri
e 5 asas de col
e 5 asas de barrido
e 1 mechero Bunsen
e 1 caja de guantes
e 10 matraces de 50 ml
e 5 matraces de 1000 ml
e 1 micropipeta con rango de 100 a 1000 pl
¢ 1 micropipeta con rango de 20 a 200 pl
¢ 1 micropipeta con rango de 10 a 100 pl
e 1 micropipeta con rango de 0,5 a 10 pl
¢ 500 puntas de 1000 ul
e 500 puntas de 200 pl
e 500 puntas de 10 pl
e 1 caja de mascarillas
e 1 autoclave
e 1 centrifuga de 15 000 rpm
e 1 balanza analitica con precisién de 0,0001 g
e 1 equipo de bafio maria
e 1 bureta con soporte universal
e 1 termdémetro
e 2 rollos de parafilm
e 1 gotero
e 1 caja de tecnopor
¢ 10 unidades de papel filtro whatman 41
e 6 rollos de papel aluminio

e 3 galoneras de agua destilada



e 50 microtubos de 1,5 ml
e 50 microtubos de 0,2 ml
e 10 tubos Falcon de 50 ml

e 3 rollos de papel toalla
3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacién del lugar de ejecucion de la investigaciéon

La investigacion se realizd en los laboratorios de Tecnologia
Pesquera y Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y
Ciencias del Mar (FIPCM) de la Universidad Nacional de Tumbes
(UNTUMBES) (3°30'17,50" S y 80°23'36,35" O) y en los laboratorios de
Tecnologia Pesquera y Biologia Molecular del Departamento Académico de
Acuicultura de la UNTUMBES (figura 1).

N , ="

°
#
TUMBES _~  PUERTO
PIZARRO
® . ®
PERU o _ TUMBES
<

Figura 1. Ubicacion geografica del lugar donde se llevé a cabo la
investigacion, Puerto Pizarro-Tumbes, Peru
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3.2.2. Obtencién de caballas saladas
Se adquirieron cada 15 dias, 10 caballas saladas expendidas
en el mercado de Tumbes, hasta completar los 50 ejemplares. Las caballas
compradas fueron tomadas al azar, a fin de poder adquirir tantos productos
aparentemente buenos asi como deteriorados.
Las caballas fueron llevadas en un depdsito estéril y aséptico hasta el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y

Ciencias del Mar.

3.2.3. Determinacion de humedad y cloruros
A) Humedad
Para la determinacion de la humedad, se tomd una muestra del
musculo de la caballa de alrededor de 5 g, la cual se pes6 en papel aluminio y
se llevd a la estufa a 105 °C por un lapso de 3 a 4 h. La muestra fue retirada de
la estufa y transferida a un desecador hasta que se enfriara. Se procedié a

obtener el porcentaje de humedad mediante la formula:

M2~ M3 100

m; —my

% Humedad =

Donde:

m1: Peso del recipiente de papel aluminio

m2: Peso del recipiente + la muestra antes del secado (en gramos)
m3: Peso del recipiente + la muestra desecada (en gramos)

B) Cloruro de sodio

1) Extracciéon de una muestra de musculo de pescado:

Con un bisturi se extrajo una muestra de aproximadamente 2 g del musculo del
pescado salado. Luego se peso en una balanza digital y se procedié a anotar el

peso correspondiente.

A continuacion la muestra anterior fue triturada en un vaso de precipitaciéon
agregandosele 100 ml de agua destilada para homogenizar el contenido,
tratando de que el musculo se disgregue completamente para que suelte todo el
NaCl que contenia, filtrandose el contenido en un filtro whatman, para separar el

musculo triturado del liquido. Se dejoé decantar por un minuto.
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Se tomo6 10 ml del liquido y diluyé en 100 ml de agua destilada (dilucion 1:10,
factor dilucion f =1/10), luego con un gotero, se agregé una gota de solucion al
1% de fenolftaleina (Si la muestra quedd en color rosa, estuvo lista para titular,
caso contrario si quedo transparente se agregd gota a gota soluciéon 0,1 N de
NaOH hasta que la solucion se torné ligeramente rosa), acto seguido se agrego
una gota de solucién al 5% de cromato de potasio, la solucion debié tomar un

tono amairillo.

2) Preparacion de la bureta y carga de la soluciéon 0,1 N de AgNOas:

Una bureta se cargd con una solucion de 0,1 N de AgNOs, hasta un valor exacto

en la escala de la bureta, anotandose este valor como el volumen inicial (Vi).

3) Titulacién del NaCl:

Se coloco el vaso de precipitados con la muestra de NaCl obtenido del musculo

del pescado salado (del paso 1).en un soporte universal debajo de la bureta.

Luego con la bureta se agregd gota a gota la solucién de AgNOs, observandose
primero la formacién de un precipitado blanquecino de cloruro de plata (AgCl) y
finalmente la titulacion termino al producirse un precipitado color rojo ladrillo de
cromato de plata (Ag2CrO4). Anotandose el volumen final de la solucién en la

escala de la bureta (Vf).

El gasto (G) se determiné por diferencia entre el volumen final e inicial (Vf — Vi).
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4) Calculo de la concentracion de NaCl en el musculo de pescado:

Para obtener la concentracion de NaCl se utilizo la siguiente formula:

o6 (ml) % Nygnos X PMygc; % 100
Nacl — 1000 x W,(g) x f

Donde;
Cnaci: Concentracidon porcentual de NaCl en el musculo del pescado
G (mly: Gasto en mililitros
Nagnos: Normalidad de la solucion de nitrato de plata = 0,1 N

PMpyci: Peso molecular o peso formula del cloruro de sodio = 58,5 g
f : Factor de diluciéon de la solucién de cloruro de sodio = 1/10

3.2.4. Aislamiento de cepas bacterianas

De cada caballa se extrajo una muestra entre 0,5 gy 1 g de
musculo, se colocé cada muestra en un tubo falcon de 15 ml previamente
esterilizado, las muestras se homogenizaron utilizando un macerador metalico
estéril, se agregdé 5 ml de solucién salina 10%. Los pesos de las muestras de
musculo sembrados directamente se observan en la tabla 2. A partir de esta
mezcla y sin realizar diluciones, se sembraron por barrido in6culos de 100 ul en
placas Petri con TSA y se dejo incubar a temperatura ambiente por 24 horas,
una vez obtenidas las colonias se tomd una muestra de cada colonia formada y
se volvié a sembrar en placas con agar TSA nuevamente a fin de obtener una

cepa bacteriana purificada.

Una vez obtenidas las cepas purificadas se guardaron en medio sélido (TSA)
para posteriormente poder realizar la extracciéon de ADN de las diferentes cepas

que se han obtenido.
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Tabla 2.Muestra sembrada durante los meses de junio,
agosto y setiembre del 2018 en los ejemplares de caballa
utilizados en el presente estudio.

Peso
Mes Ejemplares muestra(g)
Junio 15 0,952 a 0,9763
Agosto 20 0,45a0,58
Setiembre 15 0,0509 a 0,0575

3.2.5. Bacterias en el musculo de caballa mediante
secuenciamiento de un fragmento del gen 16S ARNr

1) Extracciéon del ADN:

Se realiz6 siguiendo el protocolo de extraccidén de ADN por ebullicién y que

consistio en:

Se tomo una placa Petri la que se cultivd en TSA con 15% de NaCl, una cepa
bacteriana aislada de la caballa, la que se dejo crecer por 72 h. Se tomé un
microtubo de centrifuga y se taro, luego se retiré las colonias bacterianas de la
placa petri y se transfirieron al tubo, hasta que se obtuvo una masa de colonias
con peso entre 14 a 20 mg. Se afiadid al microtubo, 800 pl de solucion fisioldgica
(0,85% de NaCl) y se suspendié las colonias bacterianas en la misma. Se
centrifugé a 10 000 rpm por 2 min, luego se retird el sobrenadante invirtiendo el
microtubo. A continuacién se afiadié al microtubo, 500 ul de solucion de buffer
de fosfato salino (PBS) 1X, nuevamente se resuspendid las colonias en dicha
solucion, posteriormente se llevé a centrifugacion a 10 000 rpm por 2 min
retirandose el sobrenadante por inversién del microtubo. Posteriormente se
afiadio 200 pl de solucion de tris EDTA (TE) 1X, nuevamente se resuspendio las
colonias en dicha solucion para lo cual se hizo uso de un vortex. El microtubo
fue llevado a bafo maria a temperatura de ebullicién (95 a 100 °C) por 10 min,
luego se colocd en congelacion a -20 °C por 5 min. El microtubo se llevd a
centrifugacion a 10 000 rpm por 2 min. Finalmente, se tom6é 10 ul del
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sobrenadante y se llevo a un nuevo microtubo de centrifuga y se le afiadio 90 pl
de agua ultra pura. Este microtubo fue llevado a congelacion a -20 °C en un

congelador.

2) Amplificacion del fragmento del gen 16S ARNr

Se utilizaron como primers para la amplificacion del gen 16S ARNr, los
empleados por Pérez (2005) que produjeron un amplicon de alrededor de 1465

pb de tamafo, los cuales fueron:

Primer forward: 27F (5-AGA GTT TGATCM TGG CTC-3’).
Primer reverse: 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3').

La amplificacidn se realizé preparando una solucién mix para realizar la reaccion
de PCR, teniendo en cuenta el numero de cepas bacterianas a las cuales se les
extrajo el ADN. A estos se adicioné una reaccion mas para el control negativo y
otra para el control positivo. El volumen de mix (mezcla de reactivos) para
realizar la amplificacion se obtuvo multiplicando el numero de reacciones antes

calculado por los volumenes de reactivos que se especifican en la tabla 3.

Tabla 3. Volumen de reactivos para preparar el mix necesario para una
reaccion de la PCR

Reactivo Volumen(pl)

Agua ultra pura 8,25
Solucion buffer 2X premix GeneOne (incluye dNTPs, pero 12,50
no incluye MgClz) cat N° S113
MgCl2 (10 mM) 2,50
Primer forward 27F 0,50
Primer reverse 1492R 0,50
Taq polimerasa (5 U/ pl) 0,25

Total 24,50

La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador programado como se

aprecia en la tabla 4
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Tabla 4. Programacién del termociclador (basado en Pérez 2005)

Fase Temperatura Tiembo Numero
(°C) PO de ciclos
Pre . 94 1 min 1
desnaturalizacion
Amplificacion 30
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 50 40 s
Polimerizacion 68 30 s
Polimerizacién final 68 7 min 1

Luego de haber concluido la etapa de amplificacion, extrajeron los microtubos de

0,2 ml del termociclador.

Se preparo gel de agarosa al 2%, para lo cual se afiadié 2 g de agarosa en 100
ml de buffer de tris, acido acético y EDTA (TAE) a una concentracién 1X (24,2 g
de tris, 5,71 ml acido glacial acético y 3,72 g de EDTA en 100 ml de agua ultra
pura), a esta mezcla se agrego 5 ul de bromuro de etidio.

El gel de agarosa fue colocado en la cubeta del equipo de electroforesis que
contenia alrededor de 1000 ml de TAE 1X.

Se prepard los amplicones para la migracién mezclando 1 ul de tampén de
depdsito y 9 pl de cada amplicén. Los amplicones asi preparados fueron
depositados en cada uno de los pozos del gel. También se coloco en uno de los

pozos un marcador de peso molecular de 3000 pb.

Se encendio el equipo de electroforesis y se permiti6 migrar al ADN a 68 V
durante 40 a 45 min.

Luego de este lapso, los geles fueron colocados en un transiluminador UV, y se
realizaron fotografias digitales del mismo, para determinar si la amplificacion del
fragmento del gen de interés fue exitosa.
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IV. RESULTADOS

41. Analisis del porcentaje de humedad en el musculo de los

ejemplares de caballa salada

La humedad promedio del musculo de los ejemplares de caballa se muestra en
la tabla 1, teniendo un minimo de 32,13% y un maximo de 70,94 %.

Tabla 5. Analisis del porcentaje de humedad presente en el musculo de los
ejemplares de caballa provenientes del mercado modelo de Tumbes, en los
meses muestreados.

Mes de muestreo N° de ejemplares Humedad (%)
(PromedioxDS)
Junio 15 62,73+3,02
Agosto 20 62,72+10,34
Setiembre 15 47,71+5,53

4.2. Anadlisis del porcentaje de cloruros en el musculo de los

ejemplares de caballa salada

Los cloruros presentes en el musculo de los ejemplares de caballa se muestran
en la tabla 2: los valores promedio de cloruro de sodio en los ejemplares
estuvieron entre 11,87% y 15,31%, con un rango de concentraciones entre 5% y
25,5%.

Tabla 6. Concentracion de NaCl en el musculo de ejemplares de caballa
salada

Mes de muestreo N° de ejemplares  Porcentaje de NaCl (%)
(PromedioxDS)

Junio 15 12,62+4,92

Agosto 20 15,31+3,01

Setiembre 15 11,87+4,67




4.3. Apariencia externa, textura y olor de la caballa salada
La apariencia externa de las caballas se muestra en la figura 2, un
36% de los ejemplares mostraron una apariencia normal, mate y sin
caracteristicas aceitosas; sin embargo el 50% de los ejemplares mostraron una
apariencia brillosa la misma que se produce por la presencia de grasas o aceites
en su superficie. Finalmente un porcentaje menor (14%) mostré una apariencia

palida con coloracion opaca y deslucida (figura 2).

-y

‘ 50% '

= Normal Brillante m Plida
aceitosa

Figura 2. Apariencia externa de ejemplares de caballa salada.

La textura de los ejemplares analizados se mostré mayormente blanda (44%),

seguida de firme (40%) y en menor proporcion flacida (16%) (figura 3).

-

® Firme = Blando Flacida

Figura 3. Textura de los ejemplares de caballa salada.



En cuanto al olor de los ejemplares de caballa salada, en su mayoria se
mostraron fresco (70%) y en menor proporcion rancio (30%) (figura 4).

® Fresco Rancio

Figura 4. Olor de los ejemplares de caballa salada.

4.4. Caracteristicas de las colonias bacterianas aisladas del musculo

de caballa salada

Se extrajo 100 UFC de 50 ejemplares durante los meses junio, agosto
y setiembre, observandose las siguientes caracteristicas: tuvieron forma circular,
color crema y crema oscuro con un diametro de 0,5 a 4,0 mm, esto indica que
las colonias posiblemente correspondieron a un numero reducido de cepas

bacterianas.

37



4.5. Identificacion de cepas bacterianas aisladas de caballa salada

En la tabla 7. se muestra las especies de las cepas bacterianas
aisladas de caballa, mismas que pudieron ser identificadas mediante busqueda
de secuencias similares en la base de datos GenBank, el criterio para identificar
la cepa a nivel de especie, fue que la identidad de la secuencia encontrada fuera
al menos de 99%; mientras que para identificar a nivel de género, que tenga al
menos una identidad de 97%; debido a estos criterios, de las 13 cepas de las
que fue posible obtener secuencias de ADN, tres no pudieron ser identificadas
pues su porcentaje de identidad fue muy bajo (de 81,82 a 93,85%). Las cepas
que fueron posibles de identificar pertenecieron a soélo tres géneros:
Staphylococcus (siete cepas), Salinivibrio (dos cepas) y Halomonas (una cepa).
Sélo cuatro cepas pudieron ser identificadas a nivel de especie, todas ellas del
género Staphylococcus, siendo ellas: S. equorum (tres cepas) y S. nepalensis

(una cepa).

Tabla 7. Especies bacterianas identificadas en caballa salada segun busqueda
de su secuencia nucleotida en GenBank

Secuencia mas similar en GenBank

Especie Cobertura Identidad N° Acceso

Cepa Especie identificada (%) (%) EValue GenBank
3 Staphylococcus sp. Staphylococcus equorum 99 9743 0,0E+00 MG598457.1
Halomonas sp. Halomonas sp. 98 97,06 0,0E+00 MK256716.1

No identificada Salinivibrio costicola 39 93,85  3,0E-68 AB617566.1

subsp. vallismortis

Staphylococcus sp. Staphylococcus sp. 100 99,73 0,0E+00 MK534048.1
Staphylococcus equorum  Staphylococcus equorum 100 100,00 0,0E+00 MK696401.1

9 No identificada Salinivibrio sp. 100 90,26 0,0E+00 MK622852.1
10 Salinivibrio sp. Salinivibrio sp. 100 100,00 0,0E+00 MK070917.1
1" Staphylococcus sp. Staphylococcus sp. 100 99,64 0,0E+00 MK534048.1
12 Staphylococcus nepalensis ~ Staphylococcus nepalensis 100 99,47 0,0E+00 MK602316.1
13 Staphylococcus equorum  Staphylococcus equorum 100 99,47 0,0E+00 MK696401.1
14 Salinivibrio sp. Salinivibrio sp. 100 99,52 0,0E+00 MKO070915.1
15 Staphylococcus equorum  Staphylococcus equorum 99 100 0,0E+00 NR_027520.1
16 No identificada Staphylococcus sciuri 92 81,82 4E-148  CP020377.1
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V. DISCUSION

Las cepas bacterianas que fueron identificadas mediante secuenciacion y
busqueda en la base de datos Genbank correspondieron a géneros y especies
reportados previamente como flora bacteriana halofila, como: Staphylococcus
sp., Staphylococcus nepalensis, Staphylococcus equorum, Salinivibrio sp. y
Halomonas sp. Zhang et al. (2015) y Guan, Cho and Lee (2011) han reportado
presencia de varias cepas de Staphylococcus sp., entre ellas S. nepalensisy S.
equorum en corvinas saladas y fermentadas en China asi como en mariscos
salados en Corea, siendo por tanto especies que forman parte de alimentos con
alto contenido de sal. Adicionalmente ITP (2001) sefiala en su guia de calidad
de caballa salada que las bacterias antes indicadas forman parte de la flora de
este producto. Por su parte Jong-Hoon, Sojeong, and Do-Won (2018) mencionan
que en alimentos con alto contenido de sal (30% (p/p)) fermentados identificaron

Staphylococcus equorum como una especie dominante.

Por otra parte, Halomonas sp. ha sido reportada por Guan, Cho and Lee (2011)
como parte de la flora bacteriana de mariscos salados en Corea, mientras que
Salinivibrio sp. ha sido reportada por Lépez (2017) como flora bacteriana de
productos de pescado salado, asi también, Lopez-Hermoso et al. (2018) precisa
que Salinivibrio es un género de bacterias capaces de vivir en concentraciones
de NaCl de 0,5 a 20%, lo que le faculta a desarrollarse en ambientes salobres e
hipersalinos y en carnes saladas. En resumen todas las especies bacterianas
identificadas en esta investigacion corresponden a especies presentes en

productos con alto contenido de sal.

Para la presente investigacion, la humedad estuvo entre 47,7+5,53% en
setiembre y 62,73+3,02% en agosto, coincidiendo con lo que menciona ITP
(2001), quien refiere que un buen pescado salado debe contener entre 45% a
52% de humedad. En el caso de este trabajo solo 15 de los 50 ejemplares
analizados (30%) estuvieron dentro del rango manifestado por el ITP (2001), con
lo que el 70% restante no tuvieron una humedad adecuada lo que hace que

dichos productos reduzcan su vida en anaquel.



En el presente trabajo la concentracion de cloruro de sodio en el musculo de
caballa salada estuvo en un rango de 11,87+4,67% y 15,31+£3,01%, valores
inferiores a lo recomendado el ITP (2001) que menciona que un buen pescado
salado debe contener entre 18 a 22% de cloruro de sodio. Se difiere con
Spergser et al. (2003), quienes manifiestan que a 15% de NaCl, no hay

crecimiento de Staphylococcus nepalensis, mientras que hasta un 10% si lo hay.

La apariencia de los ejemplares usados en el experimento, tuvo una clasificacion
de: normal 36%, brillante aceitosa 50% y palida 14%, coincidiendo con la
clasificacion: calidad B, segun lo reportado por el ITP (2001) quienes indican lo
siguiente: piel rugosa, algo opaca, corte uniforme, pequefos residuos de

visceras, espinas no muy adheridas presencia de algunas escamas.

La textura del musculo de los ejemplares de caballa utilizados en la presente
investigacion, tuvieron las siguientes caracteristicas: textura blanda 44 %, textura
firme 40% y 16% textura flacida; concordando con la calidad B con lo reportado
por el ITP (2001), quien menciona una textura: tejido muscular muy firme y
fuertemente adherido al tejido 6seo.

En lo que refiere al olor de los ejemplares de caballa usados en el experimento,
presentaron un olor a fresco 70% y un olor rancio 30%; coincidiendo con la
clasificacion B del ITP (2001), quien menciona lo siguiente: agradable, propio,
caracteristico a pescado salado, tipico de su especie, ligeros olores extrafios a

rancidez.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las cepas bacterianas que se identificaron mediante secuenciacién de un
fragmento del gen 16S ARNr y busqueda en la base de datos Genbank
correspondieron a las especies: Staphylococcus sp., Staphylococcus
equorum, Staphylococcus nepalensis., Salinivibrio sp., y Halomonas

2. El promedio de humedad reportada de los ejemplares de caballa salada
analizados fue de: Junio (62,73+3,02%), Agosto (62,72+10,34%) vy
Setiembre (47,71+5,53%); mientras que para el cloruro de sodio fue de:
Junio (12,62+4,92%), Agosto (15,31+3,01%), Setiembre (11,8714,67%),
coincidiendo con lo reportado por el ITP (2001).

3. La apariencia externa de las caballas que se usaron en el experimento

fue: 36% apariencia normal, el 50% brillante aceitosa y 14% palida.

4. Latextura de los ejemplares de caballa analizados fue: blanda 44 %, firme
40% vy flacida 16%.

5. El olor de los ejemplares de caballa salada analizados fue: fresco 70% y

rancio 30%.



VIl. RECOMENDACIONES

1.

Hacer una evaluacién metagendmica de la flora bacteriana de la caballa
fresca para comparar como cambia dicha flora luego del proceso de

salado.

Evaluar metagenémicamente las bacterias de otros recursos pesqueros

salados que se comercializan en el mercado modelo de Tumbes.

Evaluar cuantitativamente la flora bacteriana indicando los limites

permisibles para considerar este producto inocuo.
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