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Resumen

Los hongos se encuentran difundidos en el medio ambiente y son contaminantes frecuentes
de los alimentos, siendo éste, el medio méas facil y rapido de transporte. Sus efectos nocivos depen-
deran de las condiciones externas que se brinden para que ellos puedan producir toxinas que afec-
ten la salud del consumidor y el deterioro de los productos finales. El objetivo fue la identificacion
de la flora fangica que pudiese estar presente en una empresa procesadora de alimento. La mues-
tra estuvo constituida por areas y superficies de interés para la empresa: areas de empaque, rodi-
llos de secado, piso 1, piso 2, piso 3y la azotea, ubicada en el estado Carabobo, Venezuela. Se toma-
ron un total de 19 hisopados, para ser sembrados en agar Sabouraud y 49 placas empleando la téc-
nica de sedimentacion con el mismo agar, posteriormente fueron contabilizadas las UFC/mms.
Para la identificacion por género y especie de los microorganismos se emplearon diferentes méto-
dos y técnicas como: Cinta Adhesiva Transparente, Tubo Germinativo, Microcultivos y Pruebas
API 20C. Los resultados obtenidos arrojaron que el mayor nimero de UFC/mms aisladas corres-
pondieron a Cladiosporum oxysporum, Aspergillus niger, Rhizopus Spp y a Candida albicans.
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Abstract

Fungi are found spread throughout the environment and are frequent contaminants of food,
since this is the fastest and easiest means for transport. Their injurious effects depend on the exter-
nal conditions provided so that they can produce toxins affecting the health of the consumer and
deterioration of the end products. The objective of this study was to identify the fungal flora that
could be present in a food processing company. The sample consisted of areas and surfaces of in-
terest to the company: packing areas, drying rollers, floor 1, floor 2, floor 3 and the roof, located in
the state of Carabobo, Venezuela. A total of 19 swabs were taken, which were sown in Sabouraud
agar and 49 plates, using the sedimentation technique with the same agar; later, the UFC/mm3
were counted. For identification of the microorganisms by genre and species, different methods
and techniques were used, such as: transparent sticky tape, germinating tubes, microcultures and*
API 20C tests. Results indicated that the greatest number of UFC/mm3 isolates corresponded to

Cladiosporum oxysporum, Aspergillus niger, Rhizopus Spp and Candida albicans.

Key words: Fungal flora, processing company, raw material.

Introduccion

La presencia de algunos mohos o leva-
duras en el proceso de recoleccion de los ali-
mentos pueden afectar la calidad del produc-
to, variar el tiempo de conservacion y ocasio-
nar dafos a la salud humana y animal, espe-
cialmente aquellos agentes micotoxigénicos,
capaces de producir micotoxinas [1]; estos
metabolitos pueden entrar a la cadena ali-
mentaria de humanos y animales, por conta-
minacion directa o indirecta. En la directa, el
hongo toxicdgeno crece sobre el material ali-
menticio, mientras que en la contaminacion
indirecta, el alimento es contaminado por
una micotoxina [2].

Cabe destacar que los hongos producto-
res de estos metabolitos estan ampliamente
difundidos en el medio ambiente y son conta-
minantes frecuentes de los alimentos siendo
el medio més facil y rapido de transporte, es-
pecialmente los de origen vegetal, estos pue-
den contaminarse cuando los hongos se de-
sarrollan durante la cosecha, el almacena-
miento o el procesamiento de los alimentos.
Las especies toxicogénicas de mayor impor-
tancia pertenecen a tres géneros: Aspergi-
llus, Penicillium y Fusarium [3].

Los cultivos que se contaminan frecuen-
temente son: maiz, sorgo, cebada, trigo, cen-
teno, millo, arroz, mani, nueces y semillas de
algodon, esta contaminacion con micotoxi-
nas en los granos, generalmente es un proce-
so aditivo; puede iniciarse en el campo, au-
mentar durante la cosecha y operaciones de
secado y continuar acumulandose durante el
almacenamiento. El contenido de agua y la
temperatura del grano son factores criticos
que afectan la produccion de micotoxinas [3].

Dentro de este marco, es importante re-
saltar que la calidad del producto puede verse
afectada dependiendo del hongo que ahi se
encuentre y del mismo modo el tiempo de
preservacion, ya que dichos agentes capaces
de causar estos tipos de cambios, por lo gene-
ral son patégenos para el ser humano. Al mis-
mo tiempo es necesario tener claro que estas
no son Unicamente consecuencias para el
consumidor, también esta implicada la eco-
nomia y moralmente la integridad de la orga-
nizacién, por ende conocer cuales pueden ser
y si estan presenten estos microorganismos,
contrarrestarlos de una manera eficiente y
eficaz, y por supuesto mantener este esque-
ma de seguridad e higiene contra estos agen-
tes. Por lo anteriormente expuesto, en la pre-
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sente investigacion se trazdé como objetivo:
Identificar la flora fingica presente en areas
de produccién de una empresa procesadora
de alimentos del Estado Carabobo, Valencia.

Materiales y Métodos

Se tomd muestra de la flora fingica pre-
sente en las superficies de interés de la planta
procesadora, en las areas de empaque, rodi-
llos de secados, pisos 1, 2, 3 y azotea.

Las técnicas empleadas para la recolec-
cion y procesamientos de las muestras fue-
ron: Técnica de sedimentacion: Se reali-
z6 colocando placas de Petri con agar Sabou-
raud en diferentes areas de la planta: en la
entrada, en el area de almacenamiento, em-
paque, rodillos de secado, areas de procesa-
miento y en todos los pisos. Las placas fueron
expuestas por 15 6 20 minutos, identifican-
dolas luego con los datos inherentes a las
areas para llevar un registro [4].

Técnica de hisopado [5]: se utiliz6 un
hisopo estéril humedecido con solucion sali-
na 0,85% de NaCl, el cual se pasoé por las su-
perficies de interés a estudiar y luego trans-
portados al laboratorio, con la finalidad de
realizar un examen directo y el aislamiento
en placas de Agar Sabouraud.

Las muestras se procesaron en el Labo-
ratorio de Micologia de la Universidad de Ca-
rabobo. Se incubaron en estufa a 25°C todas
las placas y tubos, con observacién en un pe-
riodo de 72 horas, del crecimiento y las carac-
teristicas macroscopicas de las colonias que
crecieron en las placas. Se procedi6 a contar
las unidades formadoras de colonias
(UFC/mms), y determinar las caracteristicas
macroscopicas de las colonias como, textura,
color, pigmentacion, tanto al anverso como al
reverso de la placa, ademas se realiz6 el estu-
dio microscopico utilizando la tincién de
Azul de Lactofenol [6] para lograr el contras-
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te de las estructuras para su mejor identifica-
cion al observarlas al microscopio con objeti-
vo de 10x y luego a 40x.

Para el estudio microscopico se utiliza-
ron los siguientes métodos:

El método del asa de platino dobla-
da en forma de L, con la cual se pudo obtener
las pequenas porciones de las colonias a estu-
diar, este material se coloc6 en una lamina
portaobjetos y luego se le anadi6 1 6 2 gotas
de azul de Lactofenol, se cubri6 con una lami-
nillay se sellaron los bordes de las lamina con
esmalte de unas transparente. Se dejaron en
reposo un tiempo determinado mientras el
colorante tenia las estructuras fingicas (hifas
aéreas, vegetativas, conidi6foros, conidias) y
se observaron al microscopio con objetivos
de 10x y 40x [7,8].

El método de Cinta adhesiva trans-
parente, consisti6 en poner en contacto un
trozo de cinta no mayor de 4 cm. y sostenién-
dose entre los dedos pulgar e indice, presio-
nar, con el lado adhesivo, sobre la superficie
de las colonias a estudiar de forma suave, para
no danar la colonia y asi se adhieran las es-
tructuras de los micelios aéreos principalmen-
te. La cinta se coloca sobre una lamina por-
taobjeto con una o dos gotas de Azul de Lacto-
fenol, se hace presién y se observé al micros-
copio con objetivos de 10x y 40x, para deter-
minar las caracteristicas propias de cada uno
de los hongos desarrollados [6,8]

El método de Microcultivo, segtn la téc-
nica de Riddel [9] consisti6 en preparar una
camara humeda estéril: una placa de Petri, en
cuyo fondo se coloca agua estéril y dos vari-
llas de vidrio, sobre éstas varillas se coloca el
portaobjeto, y sobre éste el bloque del medio
de cultivo: Harina de Maiz con Tween 80
para las levaduras y Agar Sabouraud para los
mohos, los bloques del medio se obtienen
mediante cortes con bisturi. La muestra se
inocula sobre el bloque en cuatro cuadrantes,
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mediante el asa de platino en forma de L, so-
bre el bloque del medio ya inoculado se colo-
ca una laminilla cubreobjetos e incuba por 7
dias a 25°C. Una vez terminado el periodo de
incubacion, se retira el cubreobjetos y se co-
loca en una lamina con una o dos gotas de
Azul Lactofenol y se observa al microscopio
con objetivos de 10x y 40x las estructuras ca-
racteristicas de las especies aisladas. La iden-
tificacion se hizo segun los criterios descritos
por Weitzman y Kane [10]. Todas las cepas
aisladas se mantuvieron Agar Sabouraud.

Para las colonias de levaduras se utiliza-
ron las siguientes pruebas: Tubo Germinati-
vo, consiste en colocar en un tubo de ensayo
0,5 ml de suero humano y una pequefia por-
cion de la colonia a estudiar, se incuba a 37°C,
en Bano de Maria, por 2 horas. Transcurrido el
tiempo se procede a colocar en una lamina por-
taobjeto una gota de la muestra, se cubre con
laminilla cubreobjeto y se observo al microsco-
pio con objetivo de 10x y 40x. Se determina la
elongacion que puede experimentar la blasto-
conidia, este crecimiento o formacién de una
prolongacion tubular que se extiende 3-4 veces
mas que la blastoconidia que la origind es su-
gestivo de Candida albicans [11].

API 20 C AUC, el sistema API 20C AUX
esta constituido por 20 ctpulas con sustratos

deshidratados (carbohidratos) que permiten
efectuar 19 pruebas de asimilacion. Las capu-
las son inoculadas con 100ul de una suspen-
sion de la levadura a estudiar, preparada con
NaCl al 0,85% y a una concentracion equiva-
lente al patréon N© 2 Mc Farland. Se incuba a
25°C por 48 a 72 horas. Se verifica la positivi-
dad o negatividad de las ctpulas, la capaci-
dad de utilizar por via oxidativa el sustrato.
La lectura de la prueba genera un cédigo nu-
mérico que se compara con un catalogo anali-
tico que determina el género y la especie de la
levadura.

Resultados

En la Tabla 1 se puede apreciar el
numero de unidades formadoras de colonias
por milimetros cubicos (UFC/mms3) que se
contabilizaron de las areas muestreadas de la
empresa procesadora de alimentos; obser-
vandose que en el rea de la azotea se encon-
tr6 el mayor numero de UFC/mms3 con un to-
tal de 20 UFC/mms3, mediante la técnica de
hisopado, sin embargo es necesario hacer no-
tar las cifras significativas de los pisos 1y 3
con un total de 16 y 14 UFC/mms. Se pudo
constatar que a través del método por sedi-
mentaciéon en placa de agar Sabouraud las

Tabla 1. Recuento de flora fingica y UFC/mms3contabilizadas en placas de Agar Sabouraud, a
partir de la Técnica de Hisopado y la Técnica de Sedimentacion.

3

Area Método Hisopado Método Sedimentaciéon
Numero de UFC/mm3 Numero de UFC/mm3
Area de empaque 8 15
Rodillos de secado 12 8
Piso # 01 16 16
Piso # 02 10 10
Piso # 03 14 12
Azotea 20 19
Total 80 UFC/mm3 80 UFC/3
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areas que experimentaron mayor predomi-
nio de unidades formadoras de colonias fue-
ron la azotea, piso 1, 3y drea de empaque, ob-
teniéndose en cada una de ellas de 19,16, 15y
12 UFC/mm3, respectivamente.

En la Tabla 2 se puede observar las dife-
rentes especies aisladas e identificadas de las
distintas areas y superficies de interés mues-
treadas; obteniéndose un mayor numero de
aislamiento de Cladiosporum oxysporum, se-
guida de Aspergillus niger, Rhizopus spp y
Geotrichum candidum con un total 18, 14, 13 y
11 respectivamente. Mientras que las especies
de menor hallazgo fueron Fusarium concolory
Cladiosporum sphaerospermun con tan solo 3
y 1. Por otra parte, es necesario resaltar el aisla-
miento que se obtuvo de Candida albicans el
cual corresponde a un total de 10.

EnlaTabla 3, laidentificacion de la flora
fangica aislada a partir de los cultivos de agar
Sabouraud obtenidos por el método de sedi-
mentacion mostré como resultado que las es-
pecies con mayor numero de aislamiento fue-

49

ron Aspergillus niger con 18, Cladiosporum
oxysporum 15, Aspergillus flavus 14 y Rhizo-
pus spp 13. Por otra parte es necesario sena-
lar que las otras especies de Aspergillus en-
contradas como: Aspergillus terreus, Asper-
gillus fumigatus, Aspergillus nidulans y As-
pergillus niger estuvieron en menor canti-
dad y hubo aislamiento de Candida albicans
y Candida glabrata con un nimero de 12y 8
respectivamente.

Discusion

Los resultados aportados en el presente
estudio son de gran importancia ya que la
mayoria de los agentes contaminantes aisla-
dos pertenecen a la categoria de los mohos,
los cuales estan ampliamente distribuidos en
el medio ambiente debido a su tipo de repro-
duccién, ya que las esporas pueden viajar con
mayor facilidad y colonizar los alimentos, al-
terando la salud del consumidor. De este
modo, de acuerdo con Bleve y col. [1], en el

Tabla 2. Identificacion y diferenciacion por género y especies de la flora fingica aislada en los
cultivos de Agar Sabouraud, a partir de la Técnicas de Hisopado.

Género Especie Nuamero de aislamientos
Aspergillus niger 14
fumigatus 8
Rhizopus spp 13
Penicillium nigricans 9
chysogenum 8
Cladiosporum oxysporum 18
sphaerospermun 1
Geotrichum candidum 11
Curvularia lunata 7
Fusarium solani 5
concolo 3
Alternaria tenuis 8
Candida albicans 10
glabrata 6
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Tabla 3. Identificacion por géneroy especies de la flora fingica aislada en los cultivos de Agar Sa-
bouraud, a partir del Técnica por Sedimentacion.

Género Especie Numero de aislamientos

Aspergillus flavus 14
niger 18

terreus 2

fumigatus 5

nidulans 1

ruber 1

Rhizopus 13

Syncephalastrum racemosum

3

Penicillium nigricans 6
chysogenum 3

Drechslera 1
Cladiosporum oxysporum 15

sphaerospermun

Geotrichum candidum 4
Curvularia lunata 1
Fusarium solani 3
concolor 1

Candida albicans 12
glabrata 8

proceso de recoleccion de las cosechas entre
ellos cereales o frutos, se debe considerar la
presencia de algunos, mohos o levaduras que
pueden afectar la calidad del producto, variar
el tiempo de conservacion y afectar adversa-
mente la salud humana y animal, especial-
mente agentes micotoxigénicos; aquellos que
son capaces de producir micotoxinas las cua-
les se han relacionado a ciertas patologias.
En la Tabla 1, se pudo observar que en
cuanto al nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC/mm3) que se contabilizaron
por la técnica de hisopado y sedimentacion,
se aprecia que dichas UFC/mms3 se encuen-
tran dentro de lo permitido por las normas
COVENIN (1337-90), las cuales pueden ser
un maximo de 20 UFC/mma3. Es de interés te-
ner en cuenta que a pesar de que las UFC es-

tén dentro de lo permitido, esto no garantiza
la totalidad de la calidad de los productos, ya
que una sola espora puede alterar los caracte-
res del producto y asi causar dafios a los seres
humanos consumidores del mismo [9].
Como se puede ver en la Tabla 2, en el
presente estudio los agentes identificados
con mayor predominio fueron: Cladiospo-
rum oxysporum, Aspergillus niger y Rhizo-
pus spp., estos estan asociados a contamina-
cion de los alimentos y posterior dafo a la sa-
lud de los consumidores. Sin embargo, es im-
portante tomar en cuenta el resto de los agen-
tes identificados que aunque estén en menor
proporcién, también pueden encontrarse in-
volucrados en el deterioro de los alimentos.
Cabe destacar que Rainer y col. [3] estable-
cieron que los hongos productores de meta-
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bolitos toxicos estdn ampliamente difundi-
dos en el medio ambiente y son contaminan-
tes frecuentes de los alimentos siendo el me-
dio més facil y rapido de transporte, especial-
mente los de origen vegetal, estos pueden
contaminarse cuando los hongos se desarro-
llan durante la cosecha, el almacenamiento o
el procesamiento de los alimentos. Las espe-
cies toxicogénicas de mayor importancia per-
tenecen a tres géneros: Aspergillus, Penici-
llium y Fusarium. En este sentido la presen-
cia de mohos pertenecientes a estos géneros
fue preponderante en el presente trabajo por
lo cual esto pudieran ocasionar problemas
durante el procesamiento, almacenamientoy
consumo de los alimentos.

A nivel ambiental los analisis realizados,
depende de la existencia de gran variedad de
hongos filamentosos entre ellos la distintas
especie del genero Aspergillus los cuales se
asocian como contaminantes comunes en
distintos alimentos sobre todo los cereales,
causando problemas de deterioro y lo méas
grave produciendo micotoxinas [12]. La pre-
sencia de estos hongos como: Aspergillus ni-
ger, Cladiosporum oxysporum, Aspergillus
flavus y Rhizopus spp., tal como se observa
en la Tabla 3 quienes fueron los de mayor na-
mero de aislamientos, poseen la potenciali-
dad de inducir deterioro si llegan a colonizar
a los cereales almacenados, asi mismo ellos
presentan la capacidad de causar alergias en
el consumidor del producto. Los sintomas
que se pueden desarrollar ante una reaccion
alérgica o intoxicacion por micotoxinas son
muy variados van desde erupciones en la piel
hasta problemas hepéticos, estos pueden va-
riar entre los individuos al igual que la grave-
dad de los sintomas, el principal causante de
esto es el Aspergillus flavus [9], y es de gran
importancia destacar este agente debido a su
alto nimero de aislamientos.
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Conclusiones

Los resultado obtenidos fueron los sufi-
cientemente caracteristico de la flora fingica
ambiental, debido a su diversidad y su amplia
distribucioén, ya que en todas las areas se en-
contraron microorganismos. La existencia de
estos agentes corrobora su amplia distribu-
cion a nivel mundial y al mismo tiempo que
es muy dificil poder eliminar a estos del am-
biente laboral.

El total de unidades formadoras de colo-
nias que se lograron contabilizar, estan den-
tro de los valores permitidos, haciendo hin-
capié que esto no garantiza que los productos
estén libre de estos agentes.

La especie con mayor numero de aisla-
miento fue Cladiosporum oxysporum, sien-
do éste de interés, por ser productor de mico-
toxinas y por lo tanto, capaz de poner en ries-
go la produccion, la calidad del producto y la
salud de los consumidores. Otra especie im-
portante aislada productora de micotoxinas
fue el Aspergillus niger, siendo necesario
mantener el monitoreo constante de estas es-
pecies.

Mediante la técnica de sedimentacion
por placa el nimero de unidades formadoras
de colonias, mantienen el control segin lo
exige la ley. Dentro de las areas de produc-
cion especificamente el area de empaque ex-
perimenta el mayor numero de unidades for-
madoras de colonias (UFC/mms3), esto se
debe a su cercania con la entrada y salida de
la planta.

Dentro de los alimentos manufactura-
dos por la empresa se encuentran cereales,
frutos, entre otros, teniendo los mismos un
alto riesgo de contaminaciéon por estos mi-
croorganismos, por lo tanto, es dificil para la
empresa erradicar por completo a estos
agentes.
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