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1. RESUMEN

Todos los productos agricolas son invadidos por diversos microorganismos durante
su desarrollo en el campo, siendo los hongos los mas abundantes y la principal
causa de enfermedades, ocasionando severas pérdidas econdmicas al reducir el
potencial de produccién de los cultivos o productos que atacan, como son las frutas
(United States Department of agriculture. Agricultural Marketing Service Fruit and
Vegetable Division Processed Products Standardization and Inspection Branch,
1976).

Una vez que las frutas han alcanzado la madurez, se deterioran muy facilmente
debido al ablandamiento excesivo y a la senectud de los tejidos, pues ello ocasiona
la pérdida del sistema defensivo natural (estructura tisular cerrada, sustancias
antimicrobianas, etc.) que presentan los frutos contra los microorganismos
presentes en la superficie. También lesiones de los tejidos naturales facilitan la
penetracion microbiana al interior de la fruta, lo favorece y acelera su alteracion,
dichas alteraciones pueden ser consecuencia de la accion de insectos, granizadas,

heladas y golpes en general.

De las numerosas especies microbianas que existen en la superficie de las frutas,
las levaduras y los mohos son los microorganismos que mas contribuyen a su
alteracion; las bacterias intervienen menos activamente, ya que solamente las
productoras de acido lactico y acético podrian desarrollarse. Por ello la
podredumbre es la alteracién mas frecuente y puede verse favorecida por practicas

inadecuadas antes o durante la recoleccion, transporte y almacenamiento.

La mayoria de los alimentos estan constituidos por proteinas, carbohidratos, y
grasas, asi como varias vitaminas y minerales. Estos alimentos se ajustan a los
requerimientos nutricionales de muchas bacterias y hongos. Sin embargo, las
proporciones relativas de estos son importantes en la determinacion del tipo de
microorganismos que predominan. El grado de acidez o alcalinidad, el pH, es otro

factor critico. El grado de humedad y la concentraciéon de las sales o de los azucares,
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estan asociados con los fenbmenos osmaticos y tienen una influencia decisiva. La

disponibilidad o ausencia de oxigeno es una gente selectivo muy importante.

Todos los factores anteriormente citados estan relacionados con los mismos
componentes de los alimentos a pesar de que el hombre puede y los altera
deliberadamente de diversas maneras. Los factores extrinsecos, que no estan
relacionados con la composicion quimica de los alimentos, se encuentran
representados por las fuentes (suefio, océano, etc.) la limpieza del medio ambiente
durante el manejo y los parametros fisicos, tales como la temperatura, humedad y

ambiente gaseoso son importantes durante el almacenamiento o el embarque.

1.1. Frutas

Las frutas contienen la proporcion mas elevada de carbohidratos en relacion con la
mayoria de las verduras y otros alimentos. Cuando la fruta madura, alguna porcion
de los almidones se convierte en carbohidratos del tipo hexosa. El jugo dulce que
mana de los higos maduros, la solucion azucarada que se deposita en un resquicio
de la epidermis del durazno, la epidermis entera de las uvas maduras y otros
ambientes igualmente azucarados, son colonizados por una variedad de levaduras
“silvestres”. Igual que en el caso de los néctares de las flores, las levaduras
probablemente son traidas por medio de insectos voladores. La mayoria de las
frutas tienen un pH éacido, a menudo en el rango de 2 a 5 unidades, lo cual esta
cercano o por abajo del pH minimo o de la mayoria de las bacterias. De tal manera,
gue las cuentas bacterianas son relativamente bajas. Sin embargo, muchos hongos
estan adaptados tanto al bajo pH como a las altas concentraciones de azucar y

causan una gran variedad de pudriciones en los frutos.
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1.2. Maduracion de las frutas

La mayoria de las frutas pueden madurar sobre la planta, sin embargo, por motivos
tecnologicos o econdémicos, algunas frutas se recogen antes de su completa
maduracion, entonces, la maduracion se produce durante el transporte o

almacenamiento.

Las frutas, una vez alcanzada la madurez, estdn muy expuestas al deterioro, debido
a enfermedades fisioldgicas, tales como el pardeamiento superficial, o bien ataque
por microorganismos, por ejemplo, la alteracion por mohos (Tabla 1). Al estado de
madurez éptimo (desde el punto de vista organoléptico) sigue inmediatamente la
desorganizacion y senectud de los tejidos, ablandamiento excesivo, pardeamiento
enzimatico, etc. Esquematicamente se puede considerar la vida de una fruta como
formada en cuatro fases (ICMSF, 1999). Fig. 1.

Division celular ——» Aumento del ———» Maduracion ——» Vejezy
(Floracion) volumen de las muerte
células (crecimiento)

Fig. 1. Fases de la vida de una fruta.
Cambios méas destacados durante el proceso de maduracion de la
fruta

Madurez fisiologica: una fruta se encuentra fisiolégicamente madura cuando ha
logrado un estado de desarrollo y puede ser separada de la planta para continuar

madurando para su consumo.

PUDRICION CAUSADA POR HONGOS

Penicillium Raiz azul de los granos
Botrytis Pudricion gris
Aspergillus Podredumbre negra
Cladosporium Pudricion verde
Trichoderma

Tabla 1. Pudricién de frutas.
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Hay frutas:

v' Climatéricas: Son aquellas frutas que siguen madurando después de su corte,

v

ejemplo: platano, mango.

No climatéricas: Son aquellas frutas que se cortan y no siguen madurando,

ejemplo: es el caso de los citricos.

Cambios composicionales: durante su desarrollo y composicion, las frutas

desarrollan una serie de cambios internos y externos mas evidentes.

a)

b)

d)

Desatrrollo de color: Por la maduracién por lo general disminuye el color verde
de la fruta debido a una disminucion de la clorofila y a un incremento de la
sintesis del color amarillo, naranja y rojo.

Desarrollo de sabor: el sabor cambia debido a la hidrolisis de los almidones
gue se transforman en azlcares, su sabor pasa de ser acido a ser mas dulce,
debido a que el pH se eleva cuando se madura, ejemplo la naranja pasa de
un pHde 25a5.2.

Desarrollo de aroma: se desarrolla por una serie de compuestos volatiles que
le imparten un olor caracteristico de cada fruta.

Cambios de firmeza: por lo general la textura de la fruta cambia debido a la
hidrolisis de los almidones y de las pectinas, por la reduccion de su contenido
de fibra y por el proceso degradativo de las paredes celulares de las frutas,
se vuelven mas blandas y mas susceptibles de ser dafiadas durante el

manejo postcosecha.

En algunas frutas, por ejemplo, las manzanas, esas fases son bastante lentas,

debido sin duda, a su baja actividad respiratoria, por eso tienen diferente tipo de

almacenamiento y preservacion.

La respiracion de los tejidos de las frutas consiste en la oxidacion de los hidratos de

carbono, por tanto, origina una pérdida de materia seca y también frecuentemente

una disminucion del sabor azucarado. Consume oxigeno y por eso, en este aspecto,

es importante que las frutas tengan oxigeno a su disposicion.
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La respiracion desprende anhidrido carbonico, produce agua y mantiene la
transpiracion de los tejidos, pero es preciso evitar que esta agua se acumule en la
superficie de las frutas, porque un exceso de humedad favorece el desarrollo de
microorganismos. La respiracion también desprende calor, que conviene eliminar,
pues un aumento de temperatura aceleraria estos diversos fendmenos y por lo tanto

el deterioro (Fig. 2).

Velocidad de respiracion

(61’ — 5(zumo,concentrado)

\J
((\36 —| 4 (consumo)

mg CO2/Kg.h

v

I I
10 20

Dias después de la recogida de la fruta verde

Fig. 2. Actividad respiratoria de fruta recogida verde y almacenada a temperatura ordinaria.
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METODOS DE PRESERVACION

Preservacion por calor Pasteurizacion
Preservacion por el frio Almacenamiento en frio
(refrigeracion y congelacion)
Preservacion por secado Secado
Preservacion por medio de agentes Sal
guimicos Azlcar
Acidos
Benzoatos
Sorbatos
Oxido de etileno
Preservacion por radiacion Rayos X
Rayos gama
Electrones acelerados

Tabla 2. Métodos de preservacion.

La radiacion es un método fisico de conservacion que consiste en exponer a el
producto a las radiaciones ionizantes (rayos X, gama y electrones acelerados)
durante un cierto tiempo y asi proveer su ionizacion, su nivel de tratamiento se mide
en grays (Gy), y se define como la energia media comunicada por la radiacion
ionizante a la materia por unidad de masa. Un Gy equivale a un julio por kilogramo.
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) asegura que en dosis de hasta 10 kGy
(10,000 grays) no hay ningan riesgo toxicolégico, nutricional y microbiolégico (OMS-
FAO, 1989).

1.3. Definiciones

HONGOS: Son organismos a los que se les ha reconocido como un grupo
independiente del Reino Vegetal, para lo cual se ha constituido el Reino Fungi.
Estan caracterizados por crecer en masas irregulares sin diferenciacion de raices,
tronco y hojas como las plantas superiores. Debido a la ausencia de clorofila no
pueden fabricar sus propios alimentos y deben obtenerlos de fuentes externas a
ellos, consecuentemente crecen de plantas o animales vivos (parasitos) o muertos
(saprofitos). Estos organismos son eucariotas, lo que significa que tienen nucleos

bien definidos por membranas y que contienen un determinado numero de

11
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cromosomas, lo que los diferencia de las bacterias. Los hongos son heterotrofos,
por lo tanto, dependen de la obtencion de compuestos organicos a través de sus
actividades saprofiticas o parasiticas. La mayoria de los hongos estan constituidos
por estructuras tubulares llamadas hifas, las cuales en algunas especies se
mantienen simples, formando lo que se reconoce como micelio y en otras se
agregan para formar estructuras con cierto grado de complejidad, como son las
llamadas setas u hongos superiores. La reproduccion de los hongos se lleva a cabo
mediante los propagulos de origen asexual y sexual, a los cuales, en términos
generales se les conoce con el nombre de ESPORAS. Sin embargo, hay algunos
hongos que no producen esporas, por lo que su reproduccion se realiza a través de
estructuras vegetativas, como lo son el propio micelio o estructuras derivadas del

micelio.
HIFA: Filamento tubular largo que crece por germinacion de una espora 0O por
multiplicacion vegetativa que son los dos mecanismos de reproduccion de los

hongos. Pueden o no ramificarse.

MICELIO: Asi se denomina al cuerpo de hifas formado por el conjunto de hifas

individuales ramificadas y re-ramificadas inter-enroscadas.

ANILLOS DE NEWTON: Efecto de arcoiris causado por la interferencia entre rayos

de luz reflejados en la union de dos superficies de vidrio limpias.

BRIX: Es la cantidad de sélidos disueltos. 1° Brix equivale a un gramo de sacarosa

en 100 ml de agua.

12
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2. Caracteristicas para el diagnoéstico de los hongos

Los hongos pueden reproducirse por esporas que germinan por multiplicacion
vegetativa, en la que un fragmento de este puede crecer y formar una hifa, conforme
la hifa continta creciendo empieza a ramificarse y re-ramificarse hasta formar un
sistema o cuerpo entrelazado llamado micelio. Del micelio salen a la superficie
numerosas ramas que toman los nutrimentos de la masa o material del cual se

alimentan rompiendo las paredes celulares (University of Adelaide, 2005).

Es necesario, por lo tanto, que el analista sea capaz de distinguir las hifas de otras
estructuras parecidas, aunque muchos filamentos pueden ser identificados como
hongos facil y acertadamente, otros requieren de una apreciacion mas cuidadosa
antes de ser reportados como hongos. Solo en contadas ocasiones se encuentran
al mismo tiempo todas las caracteristicas de las hifas descritas a continuacion.

Usualmente 2 o 3 estan ausentes (Moreno Martinez, 1988).

Estas estructuras pueden observarse a 10X-40X.

a) Paredes Paralelas: Las hifas son tubulares y su diametro es uniforme por lo que
se ven como lineas paralelas bajo el microscopio, sin embargo, puede haber
excepciones, en algunos hongos mayores, las paredes pueden estar colapsadas,

enroscadas o tener hinchazones a los lados.

b) Segmentacion: Muchos filamentos de hongos estan divididos por paredes
cruzadas en secciones, pero no hay que confundirlas con vellosidades de las
plantas que pueden verse segmentadas, pero se diferencian en que generalmente

las paredes estan convergentes formando un apice filoso. Fig. 3.

/ ——

Fig. 3. Estructura segmentada.

13
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c¢) Granulacion: Algunas hifas tienen paredes delgadas y contienen un protoplasma
que parece granuloso a través del microscopio usando un gran aumento, por
ejemplo, en MUCOR. En algunos hongos finos la granulacion del protoplasma no
es evidente dejando paredes claras, casi tubos invisibles, extremadamente dificiles
de contar.

Fig. 4

&
f =

Fig. 4. Estructura granulada.

d) Ramificacion: Algunos hongos muestran ramificacion abundante generalmente
del mismo diametro del tronco principal.
Fig. 5

Fig. 5. Estructura ramificada.

e) Extremos de los Filamentos: El extremo final generalmente esta redondeado y
raramente esta afilado, excepto las hifas en estado reproductivo. Ocasionalmente
el extremo esta expandido en una bola o cabeza cuando el hongo esta formando un
cuerpo fructificante. Un extremo roto de un filamento generalmente es cuadrado y
la porcion adyacente puede estar colapsada y no contener protoplasma.
Fig. 6

=

N
)

{
!
| o [ e [ e ) .

Fig. 6. Extremos de filamentos.
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f) Apariencia no retractil: Las hifas generalmente no refractan la luz. Otras
estructuras pueden parecer hifas, tales como vasos de plantas, que generalmente
tienen una apariencia altamente retractil como seria una carilla de vidrio sélido o

plastico.

Algunos géneros de hongos encontrados en el producto y en los concentrados de
fruta:

Alternaria: Es un hongo ascomiceto esto es, de filo de las Ascomycota, las diferentes
especies de este género son uno de los mayores patdégenos de las plantas. Fig. 7.

Fig. 7. Alternaria.

Penicillum: Es un género del reino Fungi, incluyendo mas de 300 especies, la mas
conocida es Penicillum chrysogenum, productora de penicilina, es del filo de

Ascomycota. Fig. 8.

Fig. 8. Penicillium.

15
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Oospra: Es el resultado sexual de la union del Anteridio y oogonio, es de pared
celular gruesa y es caracteristico de los oomicetos. Fig. 9.

Fig. 9. Oospora.

Aspergillus: Es un género de alrededor de 600 hongos y es ubicuo. Los hongos se
pueden clasificar en dos formas morfolégicas basicas: levaduras y las hifas.
Aspergillus es un hongo filamentoso. El habitad natural de las especies de

Aspergillus es el heno y el compostaje. Es del filo Ascomycota. Fig. 10.

i R -
]

Fig. 10. Aspergillus.
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Fusarium: Es un extenso genero de hongos filamentosos ampliamente distribuidos

en el suelo y en asociacion con plantas. Fig. 11.

Fig. 11. Fusarium.

Mucor: Es un género de hongos de la familia Mucuraceae, orden Mucorates que

forman delicados filamentos y esporangios negros esféricos. Fig. 12.

Fig. 12. Mucor.

Rhizopus: Es un género de mohos que incluyen especies cosmopolitas de hongos
filamentosos hallados en el suelo, degradando frutos y vegetales, las especies de

Rhizopus producen esporas sexuales y asexuales. Fig. 13.

Fig. 13. Rhizopus.
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Geotrichum: Es un hongo hallado cosmopolitamente en el suelo, agua, aire, detritos,
plantas, cereales, productos lacteos, comun en la flora normal humanay se aisla de esputo

y heces. Es del filo Ascomycota. Fig. 14.

Fig. 14. Geotrichum.
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3. Fundamento

Una vez que las frutas han alcanzado la madurez, se deterioran muy facilmente
debido al ablandamiento excesivo y la senectud de los tejidos, pues ello ocasiona
la pérdida del sistema defensivo natural (estructura tisular cerrada, sustancias
antimicrobianas, etc.), que presentan los frutos contra los microorganismos

presentes en la superficie.

También las lesiones de los tejidos naturales facilitan la penetracién microbiana al
interior de la fruta, lo que favorece y acelera su alteracion. Dichas alteraciones
pueden ser consecuencia de la accion de insectos, granizadas heladas y golpes en

general.

De las numerosas especies microbianas que existen en la superficie de las frutas,
la levadura y los mohos son microorganismos que mas contribuyen a su alteracion;
las bacterias intervienen menos activamente, ya que solamente las productoras de
acido lactico y acético podrian desarrollarse. Por ello la podredumbre es la
alteracion mas frecuente y puede verse favorecida por practicas inadecuadas antes

o durante la recoleccion, el transporte y almacenamiento.

Por todo lo anterior, para evaluar la calidad de la materia prima utilizada en
concentrados, néctares y jugos, se realiza una determinacion del porcentaje de

hongos mediante el método de Howard.

Considerando que la FDA'y el AOAC; establecen especificaciones y procedimientos
solamente para las siguientes frutas: chabacano, durazno, guayaba, mango,
papaya, naranja y pera. Para ello tomamos en cuenta caracteristicas comunes con
las frutas especificadas, dandoles el mismo manejo en cuanto a procedimiento y
especificacion (Association of Official Analytical Chemists, 1984) (Department on
Healt and Human services Public Healt Service. Food and Drug Administration
Center for Food Safety and Applied Nutrition, 1989).
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4. Objetivo de la Tesis

Objetivo General: Desarrollar un manual de procedimientos para el conteo de

hongos en frutas utilizadas en la industria alimenticia.

Objetivos Particulares:

a). - Busqueda de bibliografia de las técnicas de deteccion de hongos.

b). - Montaje de la técnica de Howard.

c). - Montaje de la técnica de Howard aplicada a: jugos y néctares

Naranja
Guayaba.
Durazno.
Pera.
Mango.
Chabacano.
Papaya.

Manzana.

d). - Montaje de la técnica de Howard aplicada concentrados de fruta:

Naranja
Guayaba.
Durazno.
Pera.
Mango.
Chabacano.
Papaya.

Manzana.
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5. Material y métodos

5.1. Camara Howard

Es un portaobjetos de vidrio (construccion de una pieza) con un circulo plano de
aproximadamente 19 mm de diametro o bien con un rectangulo de 20 mm x 15
mm rodeado por un foso y flanqueado por cada lado por bordes de 0.1 mm mas

altos que la superficie plana.

El cubreobjetos es soportado sobre los bordes y deja un espesor de 0.1 mm
entre el lado del cubreobjetos que esta en contacto con la muestra y la superficie
plana. Las superficies del plano central de los bordes y del cubreobjetos son

superficies trabajadas 6pticamente.

Para facilitar la calibracion del microscopio, las camaras actualmente estan
graduadas con un circulo de 1.382 mm de diametro o con dos lineas finas

paralelas con una separacion de 1.382 mm.

Fig. 15. Cadmara Howard.

Area del campo microscopico:
Ac=r2=1/4d2 =0.7854 d2
= (0.7854)(1.382 mm?) = 1.5 mm?

Volumen del material en el campo microscopico:
V= &rea x altura = (1.5 mm?)(0.1 mm) = 0.15 mm?3
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5.2. Procedimientos para la preparacion de la muestra

5.2.1. Se coloca una pequefia porcidbn de pulpa concentrada en un vaso
perfectamente limpio y se adiciona agua para rehidratar a los grados brix necesarios
dependiendo de que fruta se trate (Fig. 16).

Fig. 16. Rehidratar la pulpa concentrada.
5.2.2. Se realiza la lectura de los grados brix en un refractometro de mano.

5.2.3. Una vez ajustada la muestra, se coloca en un tubo de centrifuga con la
cantidad de 40 ml o 50 ml segun sea necesario (Fig. 17).

7
Fig. 17. Colocar una porcion de la muestra rehidratada en un tubo de centrifuga.
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5.2.4. Se centrifuga a 2200 rpm durante 10 minutos (Fig. 18).

Fig. 18. Centrifugar la muestra rehidratada.

5.2.5. Se decanta la muestra, se le agrega el estabilizante segun sea la fruta (Fig.
19).

Fig. 19. Decantar la muestra y agregar estabilizante.
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5.2.6. Se coloca la muestra en la camara de Howard (Fig. 20).

Fig. 20. Colocar la muestra en la camara de Howard.

5.2.7. Se realiza la lectura en el microscopio con el objetivo de 10X y si hay alguna
duda se revisara en 40X (Fig. 21).

—

Fig. 21. Realizar la lectura en el microscopio.
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5.3. Procedimientos para la lectura

5.3.1. Limpiar la cAmara Howard de tal forma que aparezcan los anillos Newton
entre el portaobjetos y el cubreobjetos.

5.3.2. Quitar el cubreobjetos y con una espatula poner una porcion de la muestra
bien mezclada sobre la parte central de la celda y extenderla de manera que se
obtenga una distribucion uniforme.

5.3.3. Usar solo la cantidad de muestra suficiente para llegar a la orilla del disco (es
muy importante que la porcion sea tomada de la muestra perfectamente mezclada
y que sea extendida sobre el portaobjetos, de lo contrario cuando se coloque el
cubreobjetos en su lugar el material insoluble y consecuentemente los hongos
podran ser mas abundantes en el centro).

5.3.4. Descartar cualquier muestra que tenga una distribucion desigual o que no
presente los anillos de Newton o liquido que se ha derramado al foso contiguo de la
parte central de la camara.

5.3.5. Colocar la camara bajo el microscopio y examinar ajustando de tal forma que
cada campo observado cubra 1.5 mm. (Esta area que es esencial frecuentemente
puede ser obtenida ajustando el Draw-tube, este diametro de campo es de 1.382
mm. Cuando tal ajuste no es posible, hacer un accesorio improvisado, un ocular
diafragma con apertura exactamente cortada al tamafio necesario. El diametro del
area del campo puede determinarse usando un micrometro. Cuando el instrumento
es débilmente ajustado, el volumen del liquido analizado por campo es de 0.15
mm3). Emplear 90X-125X. En aquellos casos donde no sean claramente
discernibles las caracteristicas para la identificacion de los filamentos de hongos en
el campo estandar use aproximadamente 200X (objetivo de 8mm), para confirmar
la identidad de los filamentos de hongo previamente observados en el campo
estandar.

5.3.6. Descartar lecturas que presenten una diferencia de mas de 3 campos
positivos.
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5.4. Patron de conteo y calculos

Por cada celda se deben examinar 25 o mas campos tomados de tal manera que
sean representativos de todas las secciones de la camara (Fig. 22). Una forma de
obtener una buena representacion es tomar una columna si, otra no, desplazando
a la celda en direccion horizontal y tomando una hilera si y otra no, desplazando la
celda en direccidn vertical, de esta forma la celda se cubrira completamente en cada

revision.

Eﬁﬂﬂi}ﬂﬂ 00
QQQGGD
000000

000000
000000

Fig. 22. CAmara Howard. Vista superior.

Es importante que mientras se cuente una camara no se pierda la secuencia, que
ocasionaria el recuento de un campo, etc. Una buena manera de prevenir esto es
siempre contar de izquierda a derecha, de la misma manera que se lee un libro.
Esto permite que el trabajo sea automatico y hace cualquier interrupcion menos

confusa.

Es esencial que los campos sean seleccionados sistematicamente y que la camara

nunca sea movida para incluirlo excluir filamentos de mohos.

Un campo es contado positivo o negativo. Ninglin campo puede ser contado positivo
mas de una vez. El método requiere que el campo sea contado como positivo
cuando la longitud agregada de no méas de 3 filamentos de hongos presentes
excedan un sexto del diametro del campo. Un sexto del didmetro no es suficiente
para ser contado como positivo; la longitud agregada debe exceder de una sexta

parte el campo.
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El analista debe decidir si el campo es positivo. La mayoria de los campos positivos
calificados como tales sobre bases de filamentos de hongos simples, incluyendo
longitud de ramificaciones exceda una sexta parte del didmetro del campo.

Los campos pueden ser calificados positivos si cualquiera de las siguientes
longitudes excede una sexta parte del didametro el campo.

= Longitud del filamento simple no ramificado.

= Longitud del filamento simple + longitud de las ramificaciones (longitud

agregada).
» Longitud agregada de dos filamentos de hongos.

» Longitud agregada de tres filamentos de hongos (no pueden ser contados

mas de tres filamentos).

» Longitud agregada de todos los filamentos aglomerados (un aglomerado es
considerado como una pieza simple y se cuenta las longitudes agregadas de

todos los filamentos).

Para calcular la proporcion de campos positivos a partir de los resultados de la
examinaron de todos los campos observados y reportar como % de campos

positivos.

NUM. CAMPOS POSITIVOS
% CAMPOS POSITIVOS = --nememmmemmemmemcemmem e X 100
NUM. CAMPOS TOT. OBSERVADOS

5.5. Técnicas generales para la determinacion de % de Hongos
Howard

5.5.1. Jugos (Naranja)

1. Homogeneizar el contenido de la lata vaciandola a un vaso de precipitado y

de este nuevamente a la lata, 12 veces.
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2. Colocar 50 ml de jugo en un tubo para centrifuga.
3. Centrifugar a 2200 rpm (revoluciones por minuto) por 10 minutos.
4. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.

5. Afadir 0.5 ml de &cido clorhidrico diluido para disolver los cristales de

oxalato.
6. Afnadir agua al tubo hasta llegar al nivel graduado a 10 ml.
7. Afadir 5 ml de solucién estabilizante.
8. Mezclar hasta obtener una solucion perfectamente homogénea.

9. Se deben registrar por separado aquellos campos positivos a Geotrichum

candidum.

*Para el jugo de tomate se toma directamente de la lata previamente

homogeneizada.

Para el jugo de manzana y bebidas de ponche de frutas y uva, no se cuenta con
técnicas especificas y por tener un bajo porcentaje de sdlidos insolubles, se realiza
la determinacion, tomando la muestra directamente de la lata (sin preparacion
alguna), colocandola en la celda de la camara de Howard para realizar el conteo,

previa homogeneizacion.

Para el jugo de vegetales se tomoé la técnica del jugo de tomate por ser este el

ingrediente mayoritario (Association of Official Analytical Chemists, 1984).

5.5.2. Néctares (Guayaba, durazno, pera, mango, chabacano, papayay
manzana)

5.5.2.1 Agitar invirtiendo el producto 12 veces con el fin de obtener una mezcla

completamente homogénea, vaciar el contenido en un recipiente.

5.5.2.2 Transferir 40 ml del néctar a un tubo para centrifuga.

5.5.2.3 Centrifugar durante 10 minutos a 2200 rpm (revoluciones por minuto).
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5.5.2.4 Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.

5.5.2.5 Golpear suavemente las paredes del tubo para nivelar el volumen del

sedimento y medirlo.
5.5.2.6 Adicionar solucion de estabilizante en las siguientes proporciones:

Chabacano, durazno, mango, papaya y manzana 11
Guayaba y pera 1:3

5.5.2.7 Mezclar hasta obtener una solucion perfectamente homogénea.

5.5.3. CONCENTRADOS

Debido a que no se cuenta con todas las especificaciones de % de hongos Howard
y meétodos particulares para los concentrados de frutas, estos se ajustan a las
condiciones de producto terminado que se elabora en planta, para poder evaluarlo

de acuerdo a las especificaciones particulares.

Para preparar las pulpas:

5.5.3.1.- Dispensar 1 parte de pasta en tres partes de agua. Si es necesario

ligeramente caliente para romper el gel. Ajustar los brix segun la Tabla 3.

FRUTA BRIX
Naranja 12.0
Guayaba 2.2
Durazno 24
Pera 4.6
Mango 3.2
Chabacano 3.2
Papaya 4.0
Manzana 5.6

Tabla 3. Rehidratacion.

5.5.3.2. Seguir el procedimiento de néctar a partir del numero 5.5.2.2
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5.6. Preparacion de solucion estabilizante

Carboximeticelulosa de sodio al 0.5% (CMC).

Goma celulosa CMC-7H3SF, Hercules Inc.
5.6.1. Colocar 500 ml de agua caliente en un agitador de alta velocidad.
5.6.2. Agregar lentamente 2.5 g de CMC con el agitador trabajando.

5.6.3. Agitar hasta completa disolucion.

5.6.4. Agregar 10 ml de solucion de formaldehido al 37% w/w como
conservador.

5.6.5. Agitar durante un minuto

= Alternativas de sustitucion =

Solucién de Pectina 3-5% o Alginato al 1%.
1. Anadir las cantidades requeridas de estabilizante directamente al agua
manteniendo agitacion a alta velocidad.
2. Tratar la solucion con calor o vacio para remover las burbujas de aire.

3. Afadir 2 ml de solucién de formaldehido por cada 100 ml de solucién
como conservador. (Si no se dispone de agitador, mezclar el estabilizante

seco con alcohol para facilitar la incorporacion de agua.
4. Ajustar el pH de 7.0-7.5.

5. Filtrar la solucion a través de una membrana filtro millipore Num. XX15-

047-00 o equivalente.
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5.7. Especificaciones

El porcentaje de especificacion maximo por fruta se muestra en la Tabla 4.

FRUTA ESPEﬂgl)ng(c:)ION %
Naranja 12
Guayaba 18
Durazno 10
Pera 10
Mango 10
Chabacano 10
Papaya 12
Manzana 10

Tabla 4. Especificaciones.

5.8. Técnicas para la determinacion de porcentaje de hongos por
el Método de Howard

Naranja
Guayaba
Durazno
Pera

Mango

Chabacano

Papaya

Manzana
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5.8.1.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de naranja
MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS

Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.

Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Acido Clorhidrico diluido.
Tubo Cénico para centrifuga de 50 ml. Solucion estabilizante
Espétula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

=

Tomar 50 ml del producto perfectamente homogeneizado

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.

4. Adicionar agua destilada hasta completar 10 ml, 5 ml de estabilizante y
0.5 ml de Acido Clorhidrico diluido.

5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 129% MAXIMO
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5.8.1.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de naranja

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS

Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.

Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Acido Clorhidrico diluido.
Tubo Cénico para centrifuga de 50 ml. Solucion estabilizante
Espétula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

=

Ajustar el concentrado a 12.0 Brix.

2. Centrifugar 50 ml de esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.

4. Adicionar agua destilada hasta completar 10 ml, 5 ml de estabilizante y
0.5 ml de Acido Clorhidrico diluido.

5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 129% MAXIMO
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5.8.2.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de guayaba

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante 10

minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucién de los sdlidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la cAmara Howard cubriendo

exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 18% MAXIMO
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5.8.2.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de
guayaba

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 2.2 Brix.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 18% MAXIMO
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5.8.3.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de durazno

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los soélidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.3.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de
durazno

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 2.5 Brix.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucién a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 129% MAXIMO
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5.8.4.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de pera

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los soélidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.4.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de pera

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 4.6 Brix.

2. Centrifugar esta solucién a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los soélidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.5.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de mango

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los soélidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.5.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de mango

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 3.2 Brix.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.6.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de chabacano

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.6.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de
chabacano

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 2.4 Brix.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los sdlidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.7.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de papaya

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucién

estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Homogeneizar perfectamente el producto.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucién a 2200 rpm (revoluciones por minuto).

Durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS= TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 129% MAXIMO
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5.8.7.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrado de papaya

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 4.0 Brix.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucién a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 1 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los soélidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS= TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 2.

ESPECIFICACION: 129% MAXIMO
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5.8.8.1 Técnica Howard para conteo de hongos para productos de manzana

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCTOS.

1. Tomar 40 ml del producto perfectamente homogeneizado.

2. Centrifugar esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto) durante

10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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5.8.8.2 Técnica Howard para conteo de hongos para concentrados de
manzana

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
Céamara Howard (limpia y seca). Agua destilada.
Cubre Objetos. (24 x 50 mm). Solucion estabilizante

Tubo Conico para centrifuga de 50 ml.
Espatula.

Agitador.

Centrifuga.

Microscopio.

Refractometro.

PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRADOS.

1. Ajustar el concentrado a 5.6 Brix.

2. Centrifugar 40 ml de esta solucion a 2200 rpm (revoluciones por minuto)

durante 10 minutos.
3. Decantar el sobrenadante sin alterar el sedimento.
4. Adicionar el estabilizante en proporcion 1 + 3 con el sedimento.
5. Agitar hasta completa disolucion de los solidos.

6. Colocar una gota de la muestra en el relieve de la camara Howard

cubriendo exactamente la superficie de una manera homogénea.

7. Leer 25 campos a 10X.

FORMULA
% DE HONGOS = TOTAL DE CAMPOS POSITIVOS x 4.

ESPECIFICACION: 10% MAXIMO
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CONCLUSIONES

1.- Se logra desarrollar este manual para la determinacién del porcentaje de
hongos Howard para verificar la calidad de las pulpas de fruta con los cuales se

van a elaborar los productos (Jugos, bebidas y néctares).

2.- Estas técnicas nos sirven también para recoleccion, seleccién de la fruta para
antes de entrar a las moliendas tomando en cuenta también sus caracteristicas

microbiolégicas y fisicoquimicas.

3.- De acuerdo a estas caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas y

porcentaje de hongos se pueden seleccionar las pulpas para exportacion.

4.- Con esta técnica de Hongos Howard también se pueden determinar las
concentraciones de desinfectantes y germicidas de los recambios de agua de
lavado de la fruta, asi como las horas de produccién de las pulpas para obtener

una excelente calidad.
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Lugar de Realizacion:

Laboratorio L504. Seccion de Ciencias de la Salud Humana. Campo 1.

FES-Cuautitlan.

Tiempo de Realizacion:

8 meses.

Materias relacionadas:

Asesores:

Microbiologia General 1 (QFB).
Micologia Médica (QFB).

Dr. Tonatiuh Alejandro Cruz Sanchez.

Profesor de Carrera Titular “C” de tiempo completo.

Materias que imparte.
Inmunologia Veterinaria.
Micologia Medica (QFB).
Microbiologia Veterinaria.

Dra. Amparo Londofio Orozco.
Profesor de Asignatura “A”.

Materias que imparte.
Micologia Médica.
Microbiologia General 1.
Microbiologia General 2.
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