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RESUMEN

La utilizacion de la harina de pescado para la formulacién de
alimentos ha sido cuestionada por las autoridades sanitarias
de muchos paises, vinculandola como agente causal de diver-
sas patologias en animales. Considerando que los hongos tie-
nen la capacidad de invadir diferentes sustratos y de producir
micotoxinas se realizé este estudio para identificar hongos con
potencial micotoxigénico en harinas de pescado con el objetivo
de evaluar su calidad e inocuidad. Se analizaron 240 muestras
de tres empresas procesadoras (A, B, C) de la regién nor-o-
riental de Venezuela. El porcentaje de humedad se determin6
mediante el método adoptado por la AOAC, mientras que para
el recuento e identificacion de hongos se utilizé la metodologia
de Samson y col. Como medio de cultivo se utilizé el agar
MEA al 2%, con adiciéon de 100 ppm de cloranfenicol y 50 ppm
de estreptomicina. La identificacion se efectud a partir de culti-
vos puros, utilizandose los agares Czapeck, CREA y G25N.
Los resultados revelaron variaciones considerables en el con-
tenido de humedad. Los recuentos totales de hongos oscilaron
entre 3,5x10° UFC/g a 4,9x10° UFC/g en las muestras corres-
pondientes a las empresas B y A, predominando en ambas las
especies Aspergillus niger, A. terreus, A. flavus y A. versicolor.
En las muestras de la empresa B, los hongos aislados fueron
identificados como A. penicillioides, Penicillium aurantiogri-
seumn, P. citinum y Altermaria alternata. Se concluye que por el
tipo de micoflora aislada y su potencial micotoxigénico, ésta
representa un factor de riesgo importante para el desarrollo de
patologias en los animales.
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ABSTRACT

The use of fish meal for the formulation of animal feeds has
been questioned by sanitary authorities of many countries, link-
ing it as causal agent of diverse animal pathologies. Consider-
ing that fungi have the capacity to invade different substrates
and produce micotoxins, this study was made in order to de-
tect, isolate and identify filaments fungi in fish meals with the
purpose to evaluate their quality and inocuousness. Two hun-
dred and forty samples of fish meal from three fish processing
plants (A, B and C) located at the Northeastern Region of
Venezuela were evaluated. Percent humidity was determined
by the method adopted by AOAC, while for the detection, re-
count and identification of fungi the methodology followed that
recommended by Samson et al., using as culture media MEA
agar at 2% with addition of 100 ppm of chloranphenycol and 50
ppm of streptomycin. Fungi identification was made from pure
cultures, using agars Czapeck, CREA and G25N. Results
showed considerable variation in the humidity content of the
fish meals. The total recount of fungi varied between 3.5 x10°
CFU/g to 4.9x10° CFU/g in samples from processing plants B
and A, for which most fungi species were Aspergillus niger, A.
terreus, A. flavus y A. versicolor. In samples from processing
plant B, the isolated fungi were identified as A. penicillioides,
Penicillium aurantiogriseum, P. citrinum and Alternaria alter-
nata. It is concluded that by the type of isolated micoflora and
its toxigenic potential, fish meal represents an important risk
factor for the development of animal pathologies.

Key words: Filaments fungi, fish meal, concentrated food,
quality, innocuousness, northeastern Venezuela.
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INTRODUCCION

La harina de pescado ha sido utilizada como materia pri-
ma principal para la elaboraciéon de alimentos concentrados
destinados al consumo animal, debido a que proporciona una
fuente concentrada de proteinas de alta calidad y de escasa
antigenicidad, por lo que resulta muy adecuada en la formula-
cion de dietas para animales jovenes. Se considera una exce-
lente fuente de aminoacidos esenciales altamente digestibles,
tales como: la lisina, cisteina, treonina, metionina y triptéfano.
Sin embargo su composicion final varia de acuerdo al tipo de
materia prima destinada para su elaboracion [21, 42].

El proceso de fabricacion de la harina tiene un efecto im-
portante en su composicién proximal y sobre su valor nutritivo.
Algunas harinas se elaboran a partir de la reducciéon de sub-
productos de industrias procesadoras del pescado, en su ma-
yoria fabricantes de conservas utilizandose para su elabora-
cion restos de cabezas, colas y visceras. Otras harinas de ex-
celente calidad son elaboradas a partir de pescados enteros
provenientes de la pesca industrial [18].

En Venezuela, las harinas de pescado son producidas
casi exclusivamente en la regién nor-oriental. Actualmente
existen 14 plantas de conservas productoras de harina ubica-
das en los estados Sucre, Nueva Esparta y Miranda, siendo el
estado Sucre el primer productor nacional de harina de pesca-
do con un aporte equivalente al 82% del total producido en el
pais [28]. Esto representa en la regidén el primer método de
aprovechamiento de los desperdicios de las plantas conserve-
ras de sardinas (Sardinella aurita), atunes (Thunnus albacares,
Thunnus alalunga, Katsuwonus pelamis) y de fileteados, pero
éstos son almacenados en condiciones no apropiadas afectan-
dose la calidad del producto.

Recientemente, la utilizacion de la harina de animales,
en especial la de pescado para la formulacién de piensos com-
puestos ha sido cuestionada por las autoridades sanitarias de
muchos paises importadores de alimentos concentrados. Para
prevenir cualquier riesgo adicional, los paises integrantes de la
Comunidad Econdmica Europea, principalmente Francia y Ale-
mania, prohibieron el uso de harinas de animales en la elabo-
racion de piensos, medida que actualmente ha sido derogada
en Francia pero que las autoridades alemanas aun la mantie-
nen vigente. Estas restricciones del comercio internacional han
dado origen a suspicacias y malentendidos con respecto a las
caracteristicas de la harina de pescado producida en el Peru
juzgandola como probable fuente de agentes causales de en-
cefalopatias, o de estar contaminada con dioxinas, micotoxi-
nas y albumina [17, 18].

La contaminacién con hongos puede dar origen a la pre-
sencia de micotoxinas [20]. Las harinas con un elevado conte-
nido de humedad, producto de un deficiente secado o un ina-
decuado almacenamiento se convierten en un sustrato poten-
ciador del crecimiento de distintas especies de hongos como
Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Mucor. En este sentido,

para la produccién de micotoxinas se requiere un valor de acti-
vidad de agua (ay) elevado en el producto, por lo que el conte-
nido de humedad en harinas de alta calidad no debe superar
el 10% [16, 18].

Las micotoxinas comprenden un conjunto de sustancias
quimicamente complejas y poco correlacionadas, sintetizadas
como metabolitos secundarios por algunos hongos y son res-
ponsables de graves problemas en la salud humana y animal,
tales como lesiones y sintomas en diversos érganos: fibrosis
hepatica, cancer hepatico, hemorragia intestinal, afectacién del
sistema nervioso central, atrofia de la médula 6sea, degenera-
cion miocardica, efecto inmunosupresor sobre el timo, aumen-
to de la fragilidad vascular con hemorragias y efectos nefroto-
xicos [5, 18, 19].

Frecuentemente, las micotoxinas han sido asociadas a
patologias en animales de crianza, constituyendo un grave
problema para la avicultura y la cria de peces. Enormes perjui-
cios economicos han ocasionado la utilizacion de piensos con-
taminados por estas sustancias téxicas [1, 7].

Es importante mencionar que durante muchos afios se
ha venido investigando la presencia de micotoxinas en harina
de pescado. Estudios realizados en el Peru no reportan su
presencia en el producto [17]. Sin embargo, numerosas inves-
tigaciones reportan la contaminacion de piensos destinados
para aves y bovinos (Bos taurus-indicus). Al respecto, Ranjan
y Sinha [37] reportan el aislamiento de cepas aflatoxigénicas
de Aspergillus flavus en piensos peletizados para animales.
Coelho [10] sostiene que los piensos son excelentes sustratos
para el crecimiento de microorganismos y cualquier incremen-
to en el contenido de humedad de los mismos produce una
multiplicacion exponencial de hongos y bacterias.

En Venezuela, las investigaciones en su mayoria han
sido dirigidas a la deteccion y aislamiento de hongos micotoxi-
génicos en materias primas vegetales (cereales, leguminosas
y oleaginosas) destinadas al consumo humano y animal [26,
27], sin embargo es muy poca la informacién disponible sobre
investigaciones en harinas de pescados destinadas para la for-
mulacién de piensos compuestos, ya que los criterios de “cali-
dad” exigidos para este tipo de producto se fundamentan prin-
cipalmente en el contenido de proteina bruta, humedad, ceni-
za, grasa, sal y la deteccion de Salmonella spp. [11], por ello
se planted con este estudio identificar hongos con potencial
micotoxigénico en harinas de pescados destinadas a la elabo-
racion de alimentos concentrados.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidén de las muestras

Las muestras de harina de pescado fueron proporciona-
das por tres empresas procesadoras de conservas ubicadas
en la regién nor-oriental de Venezuela, durante el periodo fe-
brero 2004 a marzo 2005. Se analizaron un total de 240 mues-
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tras, clasificandose de la siguiente forma: 80 muestras proce-
dentes de la empresa A, 80 muestras de la empresa B y 80
muestras de la empresa C. La toma de las muestras prima-
rias del producto en sacos se realiz6 de acuerdo a la metodo-
logia recomendada por la norma COVENIN-1567-80 [12]. Las
muestras se transportaron bajo estrictas condiciones de
asepsia, empleandose cavas de anime y bolsas plasticas (ca-
pacidad 1 kg) de lamina gruesa y cierre hermético. Después
de su recepcion fueron procesadas en el laboratorio de Mi-
crobiologia de Productos Pesqueros del Centro de Investiga-
ciones Agricolas del estado Sucre (CIAE-Sucre)-Instituto Na-
cional de Investigaciones Agricolas (INIA). Los andlisis se
realizaron por triplicado.

Determinacion del porcentaje de humedad

Se realizé6 mediante el método adoptado por la Associa-
tion of Official Analytical Chemists (AOAC) [4], utilizando una
Termobalanza (OHAUS N. 6010, Scala Corp. Unién New Yer-
sey, EUA) hasta peso constante.

Deteccion, recuento y aislamiento de la micobiota

La determinacién cuantitativa se realizé de acuerdo a la
norma COVENIN 1337-78 [13] y la metodologia de Samson y
col. [40]. Se procedi6 a preparar un homogenizado a partir de
25 g de la muestra de harina de pescado, adicionandole 225
mL de agua peptonada alcalina (APW. Merck, Darmastad, Ale-
mania) para obtener una dilucién 107", a partir de esta dilucion
se realizaron diluciones seriadas hasta 107%. Posteriormente
se sembré por duplicado y por inclusién, un mililitro de cada di-
luciéon en placas de Petri estériles contentivas de 15 mL de
agar extracto de malta al 2% (MEA, Merck) a las cuales se le
adiciond 100ppm de cloranfenicol y 50ppm de estreptomicina.
Las placas se incubaron (Incubadora Felisa, Mod. FE-147 I,
México) por 5 a 7 dias a 25 + 0,1°C. Al transcurrir el periodo
de incubacién se efectud el recuento en aquellas placas que
presentaron entre 10 a 150 colonias, expresandose los resul-
tados en Unidades Formadoras de Colonias por gramo de
muestra (UFC/q).

Los aislamientos se realizaron a partir de las colonias de
hongos desarrolladas en las placas de MEA, se tomaron en
consideracion las caracteristicas macroscopicas de cada una
de ellas.

Identificacion de los hongos

Se efectud a partir de cultivos puros, utilizandose como
medios Agar Czapek, Agar DG 18 (Dichloran 18% Glicerol
Agar, para especies xerofilicas), PDA (Potato Dextrosa Agar,
Merck) y agar nitrato 25% de glicerol (G25N, Difco). Las pla-
cas inoculadas se incubaron a 25 + 0,1°C por 5 a 7 dias.
Transcurrido el periodo de incubacion se examinaron visual-
mente las colonias desarrolladas tomando en consideracion la
consistencia de la superficie, el plegamiento, el borde, colora-
cion en anverso y reverso de las colonias desarrolladas, la
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presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo y la pre-
sencia de gotas de exudado. Mediante el examen microscopico
directo se pudo determinar el patron de crecimiento micelial, nu-
mero Yy disposicion de ramas, longitud y textura del estipe y las
caracteristicas morfolégicas de los elementos de fructificacion
[32, 34, 40]. Las medidas de cada estructura fueron obtenidas
colocandole un micrometro ocular al microscopio 6ptico.

Preparacion de microcultivos

Para la identificacion definitiva de los hongos se realiza-
ron montajes semipermanentes mediante el método de micro-
cultivo [39] efectuandose el siguiente procedimiento: Se proce-
di6 a preparar una camara de humedad, completamente esteéril
utilizando para ello una placa de Petri, colocandole un disco
confeccionado con papel de filtro (Whatman N° 1) en el fondo
de la misma. En la parte superior del papel de filtro se dispu-
sieron dos aplicadores de madera cortados aproximadamente
a un tamafo de 6 cm de longitud. Estos aplicadores sirvieron
de soportes para la colocacion de una laminilla porta objeto.
Posteriormente, en la superficie del portaobjeto se colocaron
dos bloques de agar Papa dextrosa (PDA, Merck). Los blo-
ques del medio de cultivo PDA se obtuvieron mediante la apli-
cacion de un tubo de ensayo (13 x 100 mm), estéril a modo de
saca bocado sobre una placa del medio de cultivo sin sembrar.
Los bloques de PDA se sembraron con las cepas mediante la
ayuda de un aguja de platino, manteniéndose el inoculo en la
disposicién de cuatro cuadrantes en el bloque de agar, subsi-
guientemente se cubrieron con un porta objeto estéril. El disco
de papel de filtro dispuesto en el fondo de la placa se humede-
ci6 con agua destilada estéril, manteniéndose la humedad del
mismo durante todo el periodo de incubacién a la temperatura
de 25 + 0,1°C. La incubacion se prolongd durante 7 a 14 dias
hasta completar el desarrollo de una colonia madura con sufi-
ciente crecimiento. Transcurrido el periodo de incubacion, se
procedi6 a retirar el cubre objeto y se coloco sobre una laminilla
porta objeto, a la cual previamente se le habia adicionado una
gota de alcohol (Metanol 95%) para dispersar las conidias y una
gota de lactofenol o azul algodén para la observacion microscé-
pica de la cepa en estudio. En la identificacion se emplearon las
descripciones de Fassatiova [15], Koneman y Roberta [23], Pitt
[32], Piit y Samson [33], Pitt y col. [34], Samson y col. [40].

Para la identificacion de Penicillium se complementd el
estudio morfologico de las cepas aisladas mediante los crite-
rios sugeridos por Pitt y Hocking [34] con la valoracién de su
crecimiento a los 7 dias de incubacién a 25 + 0,1°C en los me-
dios de cultivos solidos agar Creatina Sacarosa (CREA), Crea-
tina Sacarosa Neutro(CSN) y agar Czapek Extracto de Leva-
dura (CYA, Merck) y en el medio liquido Urea, efectuandose
ademas la prueba de produccién de indol, empleandose un
disco de papel de filtro impregnado con el reactivo de Ehrlich.
La presencia de la enzima Triptofanasa y la formacion de aci-
dos (quetoglobicina, ciclopiazénico) como metabolitos del indol
se evidenciaron al producirse el viraje del color rosa del reacti-
vo al color violeta.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | y Il se presentan el contenido de hume-
dad y los recuentos de hongos de las muestras de harinas de
pescado. Los resultados revelaron variaciones considerables
en cuanto al contenido de humedad exigido para este tipo de
producto, mostrando valores por encima de los parametros es-
tablecidos en la Norma Venezolana COVENIN 1482-79 [11], la
cual establece un contenido maximo de un 10% de humedad
en las harinas de pescado y ausencia de crecimiento de hon-
gos patogenos. Los resultados de los recuentos promedios de
hongos fue de 4,9x10° UFC/g (planta A), 3,5%10° UFC/g (plan-
ta B) y 3,8x10° UFC/g (planta C); cabe destacar que el recuen-

to fungico constituye un buen indicador de la calidad de los
piensos y por ende de las materias primas utilizadas para su
elaboracioén, al respecto Chelkowski [8] sostiene que éste no
debe superar 1,0x10° UFC/g.

La TABLA Il resume la presencia y porcentaje de mues-
tras afectadas por la contaminacién fungica en el total de 240
muestras analizadas. De las 240 muestras procedentes de las
plantas procesadora (A, B y C), cincuenta y cinco (22,92%)
mostraron crecimientos de hongos filamentosos.

En la TABLA 1l se aprecia la frecuencia de las distintas
especies fungicas aisladas en el total de 55 muestras de hari-
na de pescado. Del total de cincuenta y cinco muestras de ha-

TABLA |
VALORES PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE HUMEDAD Y UFC/G DE HONGOS CONTAMINANTES DE HARINAS
DE PESCADOS PROCEDENTES DE TRES PLANTAS PROCESADORAS LOCALIZADAS EN LA REGION NOR-ORIENTAL

DE VENEZUELA
Procedencia % Humedad UFC Hongos /G
Planta A 14 4,9x10°
Planta B 13 3,5x10°
Planta C 11 3,8x10°
UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias/gramo.
TABLA Il

PORCENTAJE DE HONGOS CONTAMINANTES EN EL TOTAL DE 240 MUESTRAS DE HARINAS DE PESCADO
ANALIZADAS EN EL PERIODO DE FEBRERO 2004 A MARZO 2005

Procedencia N° Muestras Presencia % Ausencia %
analizadas
Planta A 80 20 25,0 60 75,0
Planta B 80 17 21,3 63 78,7
Planta C 80 18 22,5 62 77,5
Total 240 (100%) 55 (22,92%) 185 (77,08%)

TABLA 11l

PREVALENCIA DE LAS ESPECIES FUNGICAS CONTAMINANTES EN TOTAL DE 55 MUESTRAS DE HARINA DE PESCADO
PROCEDENTES DE TRES PLANTAS PROCESADORAS DE CONSERVAS UBICADAS DE LA REGION NOR-ORIENTAL

DE VENEZUELA
Especies fungicas Planta A Planta B Planta C Totales
N" (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Aspergillus niger 10 (50) 6 (35) 9 (50) 25 (46)
Aspergillus terreus 5 (25) 6 (33) 11 (25)
Aspergillus flavus 2 (10) 3(17) 5(9)
Aspergillus versicolor 3 (15) 3(5)
Aspergillus penicillioides 4 (24) 4(7)
Penicillium aurantiogriseum 3(17) 3(5)
Penicillium citrinum 2 (12) 2(4)
Alternaria alternata 2(12) 2(4)
Total 20 (100) 17 (100) 18 (100) 55 (100)
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rinas que presentaron el crecimiento de hongos, 20 correspon-
dieron a la empresa procesadora A, 17 empresa B y 18 em-
presa C (TABLAS Il y llI).

La presencia preponderante de los géneros Aspergillus y
Penicillium concuerdan con las caracteristicas propias del sus-
trato estudiado con un alto contenido de nutrientes en activi-
dad acuosa, reflejada por el elevado porcentaje de humedad.
En condiciones de humedad y temperatura adecuadas, el cre-
cimiento de los hongos y la posible produccién de metabolitos
téxicos puede tener lugar, incidiendo favorablemente el polvo
acumulado diariamente en las areas de produccion u otros si-
tios de almacenamiento en la accién dispersadora de las espo-
ras, dando lugar a un proceso de contaminacion crénico, el
cual afecta la calidad de las materias primas y del producto
terminado que transitan diariamente por estos focos contami-
nados, repercutiendo todo ello en la calidad final de los pien-
sos compuestos destinados al consumo animal [18].

Los hongos contaminantes, especialmente los mohos fi-
lamentosos deterioran los alimentos causando alteraciones en
los parametros organolépticos [30]. Su presencia representa
una amenaza y un riesgo importante en la seguridad alimenta-
ria. La capacidad de difusién y contaminacion fungica asi
como los efectos que aunque en minimas dosis puedan cau-
sar las micotoxinas, los hace presentarse como un enemigo si-
lencioso [38].

En cuanto a la frecuencia de las distintas especies fungi-
cas es importante hacer referencia que Aspergillus niger, A. fla-
vus y A. terreus fueron aislados en las muestras procedentes de
las plantas procesadoras Ay C, A. penicillioides, Penicillium au-
rantiogriseum, P. citrinum y Altemaria alternata se reportan en
las muestras de harinas provenientes de la empresa B.

Aspergillus niger mostré la mayor frecuencia en todas
las muestras, representada por el 46% del total de los aisla-

mientos, seguida de A. terreus (25%) y A. flavus (9%) solo
para las harinas de pescados de las plantas Ay C (TABLA IlI).
A. niger mostrd capacidad de crecer en alimentos de baja acti-
vidad de agua [40]. Las colonias desarrolladas mostraron un
crecimiento 6ptimo a la temperatura de 25 + 0,1°C, con micelio
aéreo de color negro y de aspecto apimientado y en el reverso
la coloracion crema. Al microscopio se observaron los conidio-
foros largos y de paredes lisas, vesicula esférica dando origen
a métulas vy fialides, conidias negras y rugosas que midieron
entre 3,8 a 5,4 um de diametro (FIG. 1, Ay B).

Las colonias de Aspergillus terreus y A. flavus desarro-
lladas en los medios Papa Dextrosa (PDA), MEA y agar Cza-
pek produjeron una profusa producciéon de esporas, con forma-
cion de pliegues radiales a los 5 dias de crecimiento a 25 +
0,1°C. A. terreus (FIG. 2 C y D) presentd una coloracion inicial-
mente canela-beige, transformandose a marrén oscuro a me-
dida que avanzé la maduracioén. A. flavus presenté al inicio de
su crecimiento una coloracién amarilla, tornandose despueés
con la madurez al color verde con tonalidades amarilla. Mi-
croscopicamente se caracterizdé por presentar un conidiéforo
hialino, vesicula globulosa aproximadamente de 20 um de dia-
metro, métulas y fialides (Biseriado), con las conidias de 3-5
um de diametro dispuestas alrededor de la superficie de la ve-
sicula [40].

Aspergillus versicolor fue aislado en el 5% de las mues-
tras de harina provenientes de la planta A. En el agar Papa
Dextrosa las colonias se caracterizaron por presentar a los
cuatro dias de crecimiento una coloracion gris-beige que al en-
vejecer se torn6 rosada en el anverso y blanca en el reverso.
Al microscopio se observaron los detalles estructurales de un
conidioforo hialino liso, cabeza conidial biseriada y radiada, ve-
sicula pequefia de 9-16 ym diametro y conidias con ornamen-
tacion equinulada.

-

FIGURA 1. Aspergillus niger. A: COLONIAS DESPUES DE UNA SEMANA DE CRECIMIENTO EN AGAR CZAPEK,
MICELIO AEREO DE ASPECTO APIMIENTADO. B: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS. SE DETALLA VESICULA
ESFERICA DANDO ORIGEN A METULAS Y FIALIDES. 1000X.
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FIGURA 2. Aspergillus terreus. B: COLONIAS DESPUES DE UNA SEMANA DE CRECIMIENTO EN AGAR CZAPEK.

i pel) (e AR R S

C: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS. SE DETALLA CABEZA CONIDIAL COMPACTA, COLUMNAR Y BISERIADO.
CONIDIA GLOBOSA A ELIPSOIDAL. 450X.

Aspergillus penicillioides fue aislado en cuatro muestras
de la Planta B, representando el 24% de los aislamientos en
dicha planta, y Alternaria alternata solamente en dos (12%) de
las 17 que resultaron positivas al crecimiento de hongos. Del
género Penicillium, la especie con mayor frecuencia de aisla-
miento fue P. aurantiogriseum (17%), seguida de P. citrinium
con un 12% (TABLA Ill, FIG. 3 E y F). Este tipo de micobiota
es caracteristica de cereales en almacenamiento [25]. Sin em-
bargo, algunos autores [1, 7] reportan en piensos destinados
para aves de corral, conejos (Oryctolagus cuniculus) y cerdos
(Sus scrofa) una mayor frecuencia de las especies, P. auran-
tiogriseum (45,2%) y P. chrysogenum (16,7%).

Es importante hacer menciéon que la mayoria de los hon-
gos aislados en el estudio pertenecen al género Aspergillus y
han sido relacionadas como mohos de almacenamiento, de
crecimiento rapido [29, 40]. Su amplia distribuciéon se atribuye
a la elevada esporulacion y facilidad de dispersion de las coni-
dias [15, 40]. Se debe hacer referencia que, en menor frecuen-
cia se reporta el aislamiento de especies pertenecientes al gé-
nero Penicillium, las cuales presentaron un crecimiento mode-
rado, coincidiendo con lo reportado por algunos autores [8, 33,
35] quienes los reportan como hongos de crecimiento lento, di-
ficiles de aislar e identificar, tal es el caso de la especie terver-
ticilada P. aurantiogriseum [24, 33].

Penicillium aurantiogriseum se caracterizé por presentar
en el medio MEA a los 7 dias/25 + 0,1°C colonias de 20-24mm
de diametro, de color gris verdosa, conidias subglobosa de
3,0-3,5 mm de diametro, respuesta positiva a la produccion de
indol a los 14 dias y crecimiento moderado con formacién de
metabolitos acido en los medios CREA y CSN, coincidiendo
con las descripciones de Lund y Frisvad [24] y Samsom y col.
[40], las cuales permitieron su diferenciacién de las especies

FIGURA 3. Penicillium aurantiogriseum. D: COLONIAS
DESPUES DE UNA SEMANA DE CRECIMIENTO EN MEA.
E: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS. FIALIDES
AGRUPADAS EN VERTICILOS COMPACTOS, CONIDIOS
ESFERICOS DE PAREDES LISAS. 950X.
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del denominado complejo P. aurantiogriseum, término emplea-
do en la actualidad para agrupar las especies pertenecientes
al subgénero Penicillium que presentan entre si mayores simi-
litudes morfolégicas, identificadas como: P. aurantiovirens, P.
polonicum, P. cyclopium, P. melanoconidium, P. freii, P. neoe-
chinulatum'y P. verrucosum.

Un aspecto a considerar es la capacidad micotoxigénica
de las distintas especies fungicas aisladas en el estudio. Sien-
do un riesgo importante desde el punto de vista sanitario la
contaminacion de los piensos con hongos miceliares. La po-
tencialidad demostrada en numerosas investigaciones [1, 9,
10, 14, 26] de un gran numero de las cepas de los géneros As-
pergillus y Penicillium para producir metabolitos secundarios
representa un elevado riesgo de micotoxicosis. Los problemas
de micotoxicosis como consecuencia de su ingesta han sido
ampliamente resefiados [6, 14, 19, 20, 31].

El riesgo de la ocurrencia natural de las micotoxinas en
el alimento esta relacionado a la presencia simultdnea de dos
0 mas metabolitos téxicos de hongos biolégicamente activos.
Este hecho responde basicamente a la necesidad de conocer
y entender el efecto individual de la misma y a la complejidad
que implica el estudio de dos 6 mas micotoxinas donde sus
acciones combinadas pueden interaccionar para producir efec-
tos de aditividad, sinergismo 6 antagonismo [22].

Es importante sefalar que, la produccion de micotoxinas
se relaciona también con la utilizaciéon de materias primas de
dudosa calidad y con la interaccién de otros factores denomi-
nados abibdticos, entre ellos: tipo de sustrato, a,, temperatura
de almacenamiento, pH, atmoésfera. El sustrato ejerce un fac-
tor determinante en la formacion de las micotoxinas y su pro-
duccioén va a depender del tipo de cepas que se desarrollen en
él, ejerciendo éste a su vez un efecto mayor sobre la cantidad
de toxina producida por el hongo que por la cantidad de mice-
lio desarrollada en el medio [29, 40]. Durante el ciclo de vida
de los hongos, las toxinas se forman relativamente temprano.
La formacion de esporas ocurre mas tarde en el ciclo, cuando
los hongos entran en su fase reproductiva. Por lo tanto, la pro-
duccién en cantidad de esporas no tiene absolutamente rela-
cion a la presencia de toxinas [29].

Por otra parte, A. flavus ha sido reportado como una es-
pecie productora de aflatoxinas [3, 20, 40]. Los efectos agudos
y cronicos de la exposicion a las aflatoxinas han sido bien es-
tudiados. Al respecto, soportes estadisticos de los estudios
epidemioldgicos realizados en poblaciones rurales durante los
anos 70 confirman la asociacion del carcinoma hepatocelular
con el consumo de alimentos contaminados [16]. Es importan-
te destacar la capacidad productora de ocratoxina A (OA) por
parte de A. niger, potente nefrotoxina de aves, peces, mamife-
ros y humanos [2, 31]. La ocratoxina A puede pasar a los ali-
mentos a través de la materia prima, pero segun las evaluacio-
nes realizadas hasta ahora, sobre el riesgo de exposicion indi-
can que los alimentos de origen animal contribuyen en escasa
medida a la exposicién alimentaria humana [22].
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Debe hacerse especial referencia al efecto sinergistico
de la aflatoxina y ocratoxina A producidas por A. flavus y A. ni-
ger, ambas especies han sido reportadas en las muestras de
harina de pescado. Investigaciones realizadas por Huff y Doerr
[22] en pollos (Gallus gallus) de engorde afectados por consu-
mo de piensos contaminados con ambas micotoxinas corrobo-
raron la presencia de nefropatias mas severas que aquellas
ocasionadas por la presencia individual de ocratoxina 6 de
otros compuestos nefrotoxicos.

Otras especies toxigénicas aisladas en el estudio identi-
ficadas como A. terreus 'y P. citrinum son productoras de Citri-
nina (CIT), toxico renal para animales monogastricos y de
efectos parasimpatico-miméticos en roedores. Su ingestion
provoca diarrea y una pérdida gradual del peso corporal debi-
do a la degeneracion renal. La CIT ha sido aislada en cereales
y en otros sustratos vegetales utilizados como materia prima
para la elaboracion de piensos [14].

Diversos trabajos [24, 36] documentan la especie P. au-
rantiogriseum como productora del acido penicilico (AP), sus-
tancia de actividad antibiética, con efectos hepatotoxicos y car-
cinogénicos en animales domésticos alimentados con maiz.
Este hongo es capaz de producir otros compuestos nefrotoxi-
cos como la xantomegnina y la viornelleina.

En el estudio la mayoria de las especies aisladas han
sido relacionadas con mohos de almacenamiento, sin embar-
go, es posible que en la contaminacion intervengan también
especies que habitan en el suelo, como es el caso de Altera-
ria alternata, moho dematiaceo aislado en el 12% de las mues-
tras de harinas analizadas (TABLA lll), este hongo es conside-
rado como un patégeno principalmente de las plantas pero
también se ubica dentro de la categoria de patégenos oportu-
nista del hombre [23, 41].

En resumen, la elevada frecuencia de hongos potencial-
mente micotoxigénicos en su mayoria procedentes del am-
biente permitié valorar la calidad e inocuidad de las harinas de
pescado destinada para la elaboracion de alimentos concen-
trados o piensos, representando éstas un riesgo para la salud
animal y por ende la salud de los consumidores. Cabe desta-
car que la inocuidad de los piensos exige el establecimiento de
eficaces controles que abarquen todas las fases de la produc-
cién, manipulacion y almacenamiento.

CONCLUSIONES

El elevado contenido de humedad reportada en las
muestras de harina de pescado se atribuye posiblemente a las
condiciones inadecuadas de almacenamiento, las cuales
acondicionaron el producto al crecimiento de hongos.

La mayoria de las especies aisladas en el estudio son
relacionadas como mohos de almacenamiento pertenecientes
al género Aspergillus.



La posible capacidad micotoxigénica de las distintas es-
pecies fungicas aisladas representa un factor de riesgo poten-
cial de afectacién a la salud animal y del hombre.

El estudio corrobora la necesidad de establecer un pro-
grama sanitario mas eficiente para controlar la calidad del pro-
ducto, fundamentado en las buenas practicas de manufactura
y en la implementacién de los programas HACCP y de control
de riesgo asociado a la formacion de micotoxinas.
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