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RESUMEN

Se investigé la presencia de hongos resistentes al calor y su

capacidad toxicogénica en especial A ya fischeri ya que es el
hongo resistente al calor mas frecuentemente reportado que causa
contaminacion en productos a base de frutas procesadas por calor. Este
hongo presenta ascosporas extremadamente resistentes a los
tratamientos térmicos y son capaces de sobrevivir a la pasteurizacion
rutinaria aplicada a la mayoria de las frutas y productos a base de frutas
(90 °C por 3 minutos) y la contaminacién puede aparecer post-
pasteurizacién por germinacién de estas ascosporas.

N. fischeri produce principalmente Fumitremorgenos A, B y
Verruvulogeno, todas elias toxinas tremorgénicas.

Las toxinas tremorgénicas son neurotoxinas que en bajas dosis
producen temblores por largos periodos de tiempo y no causan efectos
adversos en animales, pero pequefios incrementos en la dosis pueden
ser letales.

Teniendo en cuenta la importancia del cultivo de frutilla en la zona
de Santa Fe, como asl también el riesgo que implica la sobrevivencia de

ascosporas de N. fischeri en productos a base de frutilla se propusieron

los sigui jetivos g y especificos:
» Obijetivos generales: 1) Adquirir destreza en la identificacién de cepas
flngicas resi al calor contami de alimentos.

Lio. Lawa Msemi Frisén



2) Poner a punto técnicas cromatograficas en capa delgada y
cromatografia liquida para estudiar la presencia de Fumitremorgeno A, B

y Verruculogeno,

» Obletivos especificos: a) Investigar la flora fungica resistente al calor
en frutillas naturales de la zona de Coronda y en pulpas de frutillas
para incorporar a yogur previo tratamiento térmico de 80 °C por 15
minutos con especial énfasis en N. fischeri.

b) Estudiar la capacidad productora de Fumitremorgeno A, B y

Verruculogeno de las cepas de N. fischeri aisladas en el objetivo a)

En este trabajo de tesis se estudiaron 10 muestras de frutillas
naturales cosechadas y comercializadas a granel en la zona de Coronda
con tratamiento térmico de 80 °C por 15 minutos y 20 muestras de pulpas
de frutillas envasadas para agregar a yogur.

Se logré desarrollar una metodologia analitica répida y sencilla por
Cromatografia liquida que permite estudiar la capacidad de produccién de
Fumitremorgenos A, B y Verruculogeno en cepas de N. fischeri .

Se constatéd en frutillas frescas de la zona de Coronda la presencia
de las especies fungicas: Byssochlamys nivea, N. fischeri y Arthrinium
phaeospermun que resisten tratamientos térmicos de 80 °C durante 15
minutos.

Los perteneci a la especie N. fischeri poseen

capacidad para producir Fummitremorgenos A, B y Verruculogeno en

Lie. Lawa Hoemi Frisin



condiciones de laboratorio, algunos de ellos con capacidad para sintetizar
las 3 toxinas simultaneamente.

Dicha capacidad toxicogénica no se manifiesta cuando los aislados
son cultivados en frutillas, sin embarge la incorporacién de frutillas
contaminadas con dichos mohos a productos lacteos o de panaderia
podria dar lugar a sintesis de las toxinas con el riesgo toxicolégico que
ello implica.

En pulpas de frutillas que se comercializan en el mercado argentino
listas para adicionar a yogur no se observé presencia de mohos viables, si

bien el nimero de i alp ite no tiene significacion

estadistica.
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INTRODUCCION

1.1. LOS HONGOS
1.1.1. Generalidades:

Los hongos, se caracterizan por poseer estructura eucaritica
(Moss, 1984). Tienen paredes celulares rigidas y habitats muy diversos:
algunos son acudticos, principaimente de agua dulce y algunos marinos,
la mayoria son terrestres, viviendo en el suelo o sobre materia vegetal
muerta, unos pocos son pardsitos de animales, incluyendo al hombre.
Aunque muches hongos pueden metabolizar materiales insolubles como
la lignocelulosa, estas sustancias deben ser degradadas por medio de
enzimas apropiadas que son secretadas fuera de la pared (Fernandez
Pinto, 1996).

Su funcién es reciclar los deshechos orgénicos. Producen
enzimas hidroliticas que liberan al medio para hidrolizar los nutrientes.

Son saprobios: se nutren de sustancias organicas en
descomposicion que pueden ser reservas de otros organismos,
productos de excrecién y excrementos de los mismos, o restos de
vegetales y animales. Son heterétrofos: necesitan una fuente de carbono
organica ya que no pueden realizar fotosintesis por carecer de clorofila
(Herrera, 1990).

Los hongos filamentosos son béasicamente uninucleados o
multinucleados. Aqui se pierde el concepto celular y para evitar el
término conflictivo de “pluricelular’, se prefiere hablar de "hongos

multinucleados” (Lura, 1977).

Lie. Lawra Tocmi Prisin !



INTRODUCCION

La estructura vegetativa de un hongo se denomina talo y esta
compuesto por filamentos, generaimente ramificados denominados
hifas. El conjunto de hifas entrelazadas se denomina micelio, a través
del cual se absorben los nutrientes y se secretan las enzimas
exiracelulares necesarias para degradar las macromoléculas. Los
hongos como grupo o reino, se encuentran ampliamente distribuidos por
todo el globo terrestre y viven en cualquier sitio que presente material
organico, agua y una temperatura apropiada. Como son microscopicos,
son transportados féacilmente por las corrientes de aire a lugares muy
lejanos y diversos (Herrera, 1990).

El micelic de un hongo filamentoso se origina a partir de un
promicelio, originado por un “propagulo de dispersién” (nombre genérico
que designa tanto a esporas, conidias, esporangiospores, un trozo de
hifa vegetativa, etc.).

Los hongos tienen “pleomorfismo”, o sea presentan dos o méas
formas. Asi, por ejemplo, muchos hongos presentan un estado sexuado
perfecto, llamado "teleomorfo” y uno asexuado o imperfecto, llamado
“anamorfo”. Generalmente, los dos estados se manifiestan a distintos
tiempos, pero si aparecen juntos se habla de un estado "holomorfo”.

A partir de cualquier fragmento de micelio viable o de unidades de
reproduccién que contienen la informacién genética, se forman esporas
o conidias, que es la forma de repreduccion asexual de todos los mohos.

Algunos se reproducen por esporas asexuadas y sexuales.

Lic. Lawna Toomi Frisin 2



INTRODUCCION

La multiplicacién ¢ reproduccién de un hongo depende de una
componente genética y de factores ambientales. Si el hongo es
genéticamente estéril no va a esporular nunca; si es muy fértil dejara de
esporular solo en condiciones subletales. EI hongo esporula cuando el

medic comienza a agotarse.

l. 2. TAXONOMIA FUNGICA

Cualquier organismo vivo deberia caracterizarse mediante

parametros fenéticos y filogenéticos.

* Caracteristicas fenéticas: (fenotipo) estdn dadas por la morfologia y la
fisiologia. Responden a una componente interna: el genotipo y a una
externa: las condiciones ambientales.

* Caracteristicas filogenéticas: filogenia indica evolucién. Indica de
donde proviene ese ser, cual es su origen evolutive.

Se trata de determinar la filogenia mediante el estudio de las
estructuras celulares internas: septos, nucleos, aparato de golgi,
centriolos, mitosis, meiosis, homologia de DNA, etc.

Este aspecto va a producir grandes cambios en toda la
taxonomia, pues un Reino estricto deberia ser monofilético (u origen
Gnico para todos sus integrantes).

Durante la década de los 80 no hubo modificaciones radicales en
la sistemética de los mohos trasmitidos por los alimentos. Las

modificaciones mas importantes fueron las relacionadas con el

Lio. Lawve Hoemi Faissa 3



INTRODUCCION

descubrimiento de la fase sexual o perfecta de algunos géneros o

especies muy conocidas.

Con el advenimientc de la biologla molecular en taxonomia
fungica, algunos micologos han decidido abandonar el sistema dual
Ascomycotina - Deuteromycotina, ya que se puede unificar sobre la base
de las secuencias de rONA del anamorfo. Sin embargo, otros autores no
coinciden con esta propuesta y han considerado absolutamente
necesario conservar el nombre deuteromycetes al menos para

propésitos de identificacién (Guarro, 1989).

1. 2. 1. Clasificacién de los mohos de interés en alimentos

1. 2.1. 1. Divisién: Zygomycotina

Clase: Zygomycetes
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae

Género: Mucor - Rhizopus

Tienen crecimiento rapido. El micelio es no septado, su
reproduccidbn es por esporangiosporas: esporas  producidas
asexualmente en general dentro de un saco, el esporangio, en el final de

una larga hifa especializada, el esporangiéforo.

Lee. Lawna Hoemi Frisin E



INTRODUCCION

En cuanto a sus propiedades fisiologicas se destacan por el
répido crecimiento a alta actividad acuosa (aw) y la inhabilidad de crecer
a bajas aw, asi como por la baja resistencia al calor y a los tratamientos
quimicos (Pitt, 1997).

Los géneros Zygomycetes comunmente encontrados en alimentos

pertenecen al orden Mucorales. Su identificacién se basa en:

a) Observacion del crecimiento y apariencia de las colonies en diferentes

medios y condiciones esténdar de culfivo.

b) Observacién microscépica de las estructuras caracteristicas:

esporangiosporas, esporangio y esperangiéforo (Pitt, 1997).

I. 2. 1. 2. Divisién: Ascomycotina

Clase: Plectomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género. Byssochlamys - Eupenicillium - Emericella - Eurotium -

Neosartorya -

Tienen crecimiento mucho més lento. El micelio es septado
Produccion de estructuras de origen sexual, las ascosporas, dentro de
sacos denominados ascas, dispuestos dentro de un gran cuerpo

magcroscopico llamado en forma genérica ascocarpo.

Lbs, Lawna Hoemi Frisin ]



INTRODUCCION

Las ascosporas se caracterizan por tener una pared gruesa,
altamente refractil y particularmente omamentada, y que se liberan por
ruptura de las ascas cuando éstas maduran.

Las ascas se reconocen por su forma, esférica a elipsoidal,
textura lisa, tamafio y presencia de 8 ascosporas en su interior.

Los ascocarpos pueden tener una pared solida y totalmente
cerrada (cleistotecio) o estar compuestos de una fina y entretejida pared
de hifas (gymnotecio). Solo en el género Byssochlamys las ascas se
disponen de manera simple, no cerradas en ascocarpos (Hocking, 1984;
Pitt, 1997).

Ademas del estado teleomorfo, los ascomycetes generalmente
producen un estado anamorfo productor de esporas asexuales o
conidias. Estas son caracteristicas de los géneros Aspergilius y
Peniciftium (Hocking, 1984).

Por poseer pared gruesa, altamente condensada y refractil, las
ascosporas son frecuentemente resistentes al calor, a los agentes
quimicos y a la desecacion (Pitt, 1997), es asi que la termorresistencia
de la mayoria de los mohos estd basada en la produccion de
ascosporas.

Las conidias no son muy resistentes al calor, siendo rapidamente
destruldas por los procesos de pasteurizacion (Hocking, 1984).

En la préctica, el reconocimiento de estas especies de mohos se

basa en cuatro puntos fundamentales:

Lie. Lawna Woeai Frise 6



INTRODUCCION

a) el aislamiento a parlir de un screening basado en procesos de

calentamiento.

b) la observacién macroscopica de las colonias en diferentes medios y

condiciones estandares de cultivo.

c) la observacién de cleistotecios, gymnotecios o ascas libres.

d) la observacién microscopica de las estructuras conidiales (Hocking,

1984).

I. 2. 1. 3. Divisién: Deuteromycotina

Clase: Hyphomicetes
Orden: Hyphomicetales
Familia: Moniliaceae

Género: Alfernaria - Aspergilius - Fusarium - Geofrichum - Penicillium

Tienen crecimiento lento. Producen esporas asexuales o
imperfectas Gnicamente, llamadas conidias, las que se disponen simples
o en cadenas, a partir de hifas mas o menos especializadas.

El tamafio, forma y ornamentacién de las conidias, asi como la
complejidad de las estructuras productoras de las mismas son la base

de su clasificacién.

Lte. Lawna Hoemi Frisdn ‘&



INTRODUCCION

La resistencia de las conidias al calor no es usual, es variable
frente a los procesos de desecacion y bastante frecuente a los agentes
quimicos (Pitt, 1997).

La identificacién de estos géneros es llevada a cabo mediante:

a) la observacién macroscipica de las colonias en diferentes medios y

condiciones estdndar de cultivo.

b) la observacién microscépica de las estructuras conidiales (Pitt, 1997).

I. 3. IMPORTANCIA DE LOS HONGOS EN LAS
MULTIPLES ACTIVIDADES HUMANAS

1. 3. 1. Generalidades:

Son muitiples las relaciones benéficas y perjudiciales que en
forma directa o indirecta suelen tener los hongos con el hombre.

Entre los grandes beneficios para el hombre que aportan muchos

hongos, podemos citar:

La funcién que desempefian en el equilibrio ecoldgico de la

naturaleza.

*

Su utilizacién en la alimentacién humana, como son los cuerpos
fructiferos que producen ciertos basidiomicetes y algunos

ascomicetes.

Lie. Lawna Hocwd Prisdu 8



INTRODUCCION

* La utilizacién de los hangos en la Biotecnologia con los beneficios que

esto implica.

I. 3. 2. Papel de los hongos en la biotecnologia:

Varios hongos presentan gran utilidad practica al hombre en
diversos procesos industriales para la obtencién de muchos productos,
incluyendo alimentos, bebidas y farmacos importantes con una enorme y
decisiva repercusion en la economia de la mayoria de los paises
{Herrera, 1990).

Los hongos son utilizados en la produccién y aroma de alimentos.
La maduracién y fermentacién de ciertos quesos muy apreciados como
el roquefort, el camembert y otros similares, depende en gran parte de
las actividades metabodlicas de ciertos mohos (Herrera, 1990).

La aplicacién méas reciente de los hongos en la industria de los
alimentos incluyen la produccién de agentes saborizantes y colorantes.

También se utilizan en la produccién industrial de productos
bioquimicos como é&cidos orgénicos (acido citrico, fumérico, lactico e
itacnico) (Smith, 1983; Eveleigh, 1681).

Las penicilinas naturales y semisintéticas son también productos
econémicamente importantes (Aharonowitz, 1981).

En Biotecnologia agricola se estan llevando a cabo estudios para
utilizar hongos como agentes de control biclégico para reducir las

poblaciones dafiinas de insectos, asl como de maleza vy
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microorganismos patégenos de plantas. Hay interés por parte de los
investigadores en lo que respecta a la seguridad de estos agentes de
control biolégico o sus residuos en los productos alimenticios cuando
éstos ingresan a la cadena alimentaria y los dafios que podrian producir
en el hombre u otros organismos.

El futuro del uso de hongos para el control biolégico dependera de

demostrar que estos metabolitos no son un riesgo para el hombre y su

medio ambiente (Logrieco, 2000).

Los hongos llevan a cabo un papel importante en la degradacion y
deterioro de un amplio rango de productos econémicamente Utiles
(Eggins, 1975).

Cuando las condiciones ambientales son las adecuadas, los
hongos son capaces de degradar todos los alimentos naturales y
procesados, siendo el aw el principal factor intrinseco que gobiema la
capacidad para llevar a cabo tal degradacién. Cuando se almacenan
alimentos en presencia de una aita humedad, |la toma de agua sobre la
superficie del alimento aumentara el nivel localizado de aw en el cual el
crecimiento del hongo serd4 mas répido que bajo las condiciones
optimas de almacenamiento.

Cuando los productos alimentarios se almacenan mal,

frect estan ex; al bicdeterioro por los hongos con el

Lo, Lawra Hocwi Frisin 1o



INTRODUCCION

resultado de la disminucion de sus cualidades nutricionales y
organolépticas y la biodegradacion total o parcial del alimento.

El desarrollo de hongos en granos, produce pérdida del valor
nutritivo, pérdida del poder germinativo, y ademas pueden producir
micotoxinas.

Otros factores que influyen en el crecimiento de los mohos sobre
alimentos incluyen: el pH y el potencial redox. Los hongos
generalmente son considerados como més tolerantes que las bacterias
a las condiciones é&cidas, mientras que el potencial redox es afectado
por la tensién de oxigeno del medio ambiente. Aunque los hongos son
considerados como organismos aerobios, muchos de ellos pueden
crecer en condiciones de tensién de oxigeno baja. Los hongos pueden
crecer en un range importante de temperatura de -15 °C a 45 °C. Esto
permite el crecimiento de los hongos sobre alimentos congelados y
frios. Los hongos tienen una capacidad enzimatica mas amplia que la
mayor parte de las bacterias y también pueden sintetizar sus propias
vitaminas, lo que les permite crecer en ambientes que carecen de estos

nutrientes esenciales (Wainwright, 1995).

1. 3. 3. 1. Parémetros que goblernan el desarrollo de hongos en
alimentos:
« Temperatura:

La mayoria de los hongos se consideran mesdfilos, es decir que

crecen a temperatura ambiente. La temperatura 6ptima para la

[ 1
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mayoria es de 25 a 30 °C, pero algunos de ellos crecen bien a 35 -
37 °C. Muy pocos son termdfilos.

Los hongos termorresistentes en general no son buenos
contaminantes de alimentos pero hay termotolerantes que crecen
hasta 45 °C y producen deterioro y toxinas.

La mayoria de las esporas de mohos son destruidas por
calentamiento durante 5§ minutos a 65 °C o 1 minuto a 80 °C, aunque
algunas ascosporas de ciertos teleomorfos de Aspergiflus y Penicillium
resultan més resistentes. Las ascosporas de Byssochlamys fulva
muestran un alto grado de resistencia térmica y pueden soportar las
temperaturas utilizadas durante el enlatado.

Ciertos géneros son psicrotrofos, algunos crecen bien a
temperatura de congelacién o ligeramente superiores incluso se han

reportado casos de crecimiento a temperatura de -5 °C a -15 °C.

« Actividad acuosa (aw):

La mayoria de los seres vivos, incluyendo los hongos desarrollan
entre aw de 0,99 - 0,60, debaje de 0,60 no hay desarrollo flngico
porque se producen desédrdenes en el ADN.

Existen hongos como Ascomycetes que son capaces de crecer
por debajo de una aw de 0,95 y otros considerados xerofilicos que
tienen un dptimo de aw entre 0,80 - 0,90 y se encuentran en alimentos

con bajo aw.
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Entre 1 - 0,98 crecen practicamente todos los hongos comunes y
compiten con las bacterias.

Para la conservacién de alimentos, si las condiciones son
optimas, el aw deberd ser menor de 0,75, sin embargo podria crecer

Eurotium (teleomorfo del Aspergillus).

s pH:

La mayoria de los hongos pueden crecer en un intervalo de pH
muy amplio, de 1 a 8,5.

En los alimentos con pH neutro o ligeramente alcalino, los hongos
compiten con |as bacterias; al disminuir el pH, las bacterias (excepto las
lacticas) tienen menor posibilidad de competir.

Los hongos crecen bien a pH menor de 5.

+ Necesidad de O; y CO;:

Los hongos contaminantes de alimentos son aerébicos, es decir
que necesitan de O, para su desarrollo, algunos son microaerofilicos
(pueden desarrcllar con muy poco O5).

Respecto de la concentracion de CO,, cuando esta es baja, puede

estimular su crecimiento, si es alta, es inhibitorio del mismo.

« Necesidades nutritivas:
El contenido de los nutrientes de la mayoria de los alimentos es

adecuado para el crecimiento de cualquier microorganismo, sin embargo
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se puede decir que el metabolismo de los hongos estd mas adaptado
para los sustratos ricos en hidratos de carbono, mientras que el de las
bacterias es més afin a determinados alimentos proteicos, siendo los

lactobacilos una excepcion.

« C vantes de

Entre los conservantes quimicos Utiles en el control de la
contaminacién alimentaria por hongos se incluyen el antibidtico nistatina,

benzoatos, propionatos, sorbatos, éxido de etileno y parabenos.

l. 4. HONGOS RESISTENTES AL CALOR

l. 4. 1. Generalldades:

Los problemas de contaminacidn causados por hongos
resistentes al calor, han existido desde que el hombre comenzé a
preservar las frutas por un proceso térmico (Hocking, 1984).

El primer problema reportado ocurrié en frutillas enlatadas en el
afio 1930 en la Estacion de preservacion de frutas y vegetales en
Campden en Inglaterra y se observé que Byssochlamys fulva fue el
responsable de la contaminacién (Oliver, 1934).

Byssochlamys es un género que muestra resistencia a los
procesos de calentamiento de rutina que se realizan en las fabricas de
conservas de frutas (Bayne, 1978). Se caracteriza por la produccion de

ocho esporas en grupos irregulares, sin ascocarpo. (Hatcher, 1679).
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Aunque se encontré que los cajones de madera, cestas, botellas
de vidrio se encontraban contaminadas con hongos, la fuente inicial de
la contaminacién, era la fruta que venia del campo y huerta.

Las ascosporas de B. fulva y B. nivea (estados anamorficos:
Paecilomyces fulvus y Paecilomyces niveus respectivaments),
Talaromyces flavus (Penicillium. dangeardi)) y Neosartorya fischeri
(Aspergilius fischer) son extremadamente resistentes al calor y causan
contaminacion (Beuchat, 1979; Hatcher, 1979; Hocking, 1984, Jesenska,
1984; Kavanagh, 1963; Mc Evoy, 1979). Ascosporas de Talaromyces
y Neosartorya pueden sobrevivir por 5 a 12 minutos a 100 °C
(Kavanagh, 1967; Mc Evoy, 1970; Van der Spuy, 1975).

Neosartorya fischeri es otro de los hongos resistentes al calor
més frecuentemente reportado que causa contaminacion en jugos de
frutas y otros productos a base de frutas procesados por calor (Beuchat,
1986; Nielsen, 1991). Este organismo crece de 10 a 52 °C con un éptimo
de temperatura entre 26 y 45 °C.

Se aislo de frutillas enlatadas y sus ascosporas extremadamente
resistentes a los tratamientos térmicos pueden destruirse al elevar la
temperatura de calentamiento, pero esto, produciria cambios adversos
en la calidad del producto final (Kavanagh, 1963, Splittstoesser, 1991;
Beuchat, 1986).

La contaminacién de frutas enlatadas se pone de manifiesto por
un completo dafio en la textura debido a las enzimas pectinoliticas de los
hongos, produciendo olores desagradables con presencia de masa

miceliar (Splittstoesser, 1878).
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Durante el procesamiento térmico, los hongos son usualmente
destruidos, pero las ascosporas de los hongos resistentes al calor,
conducen a la contaminacién de productos a base de frutas durante el
consecuente almacenamiento (Beuchat, 1992; King, 1987).

Una vez formadas, las ascosporas pueden persistir en estado
latente por meses o afios en frutas en mal estado y en el suelo, y
pueden ser aislados de contenedores y equipos para transportar y
procesar las frutas (Beuchat, 1986).

Estas ascosporas son capaces de sobrevivir los tratamientos de
pasteurizacién rutinarios aplicados a la mayoria de las frutas y
productos a base de frutas (80 °C por 3 minutos) y la contaminacion

puede aparecer post pasteurizacién por germinacién de estas

ascosporas (Beuchat, 1879; Split 1977). Factores ambientales
tales como pH, tensién de oxigeno, aw y la presencia de ciertos acidos
orgénicos en frutas, pueden influir en el grado de inactivacion de células
vegetativas y ascosporas de hongos (Beuchat, 1986).

En los afios recientes ha habido un incremento en el mercado en
la variedad de productos a base de frutas procesados por calor. Nuevas
tecnologias de packaging y un aumento en la demanda de! consumidor
ha provocado este incremento (Hocking, 1984).

La principal via para asegurar que los hongos resistentes al calor
no causaran contaminacion, es la seleccion y manejo cuidadoso de las
materias primas que se utilizardn y un efectivo procedimiento de

screening para las esporas de estos hongos resistentes (Hocking, 1984).
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El lavado, cortado, blanqueado, pelado, son algunas de las
operaciones que deberian realizarse  para remover esporas de

frutas contaminadas (Splittstoeser,1971).

I. 4. 2. Principales hongos termorresistentes:

I.4.2. 1. Género Byssochlamys

Las especies del género Byssochlamys se asocian casi
exclusivamente al dafio de alimentos acidos tratados por calor.

Dos especies de Byssochlamys son importantes alterantes de
alimentos: B. fulva (anamorfo: Paecilomyces fulvus) y B. nivea
(anamorfo: P. niveus)

La resistencia al calor de las ascosporas es la principal
caracteristica fisiologica de este género, la cual puede variar
marcadamente de aislado a aislado. Esta propiedad puede verse
disminuida por bajos pH y presencia de preservativos (Bayne, 1979),
mientras que los altos niveles de azicares ejercen un efecto protector
(Beuchat, 1977).

Otra propiedad destacada de Byssochlamys es la capacidad que
tiene para crecer a muy bajas tensiones de oxigeno, habilidad
aparentemente no compartida con otros hongos comunes resistentes
al calor. Esto da a las especies de Byssochiamys una ventaja selectiva

en productos tales como jugos de frutas y frutas en botellas o enlatadas.
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En presencia de bajo nivel de oxigeno, estas especies pueden
crecer anaerébicamente y producir didxido de carbono. Una pequeiia
cantidad de oxigeno contenida en el espacio de cabeza de una botella,
o una minima fuga de oxigeno de un envase pueden proveer suficiente
oxigeno para el crecimiento de estos hongos.

B. fulva, y en menor proporcién B. nivea, pueden crecer bien en
atmosferas conteniendo altos niveles de didxido de carbono y menos de
0,5 % de oxigeno (Taniwaki, 1985).

El aislamiento original de B. nivea fue de suelo por Westling en
1911 y este parece ser su hébitat natural. Las especies de
Byssochlamys fueron raramente reportadas de otras fuentes diferentes a
los alimentos pasteurizados.

B. nivea fue aislada de sidra, de jugos de frutas, de frascos de
frutilla, de ravioles y de queso crema (Pitt, 1997). Esto es debido a la
necesidad que tienen sus ascosporas de ser activadas por calor para
que desarrollen (APHA, 1984).

El primer signo de dafio por especies de Byssochlamys es
usualmente un leve ablandamiento de la fruta. Este progresa hasta la
total desintegracién de la misma debido a la produccién de poderosas
pectinasas por los hongos (Beuchat, 1979). Puede aparecer un ligero
sabor agrio, olor residual y produccién de gas que podrd causar
hinchamiento visible.

El pequefio desarrollo fiingico mientras el oxigeno residual es
consumido en la lata puede ser suficiente para permitir la produccién de

dichas enzimas.
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I. 4. 2. 2. Género Talaromyces

El interés de este género radica en la produccién de ascosporas
termorresistentes y consecuentemente en su aislamiento de productos a
base de frutas pasteurizadas.

Se caracteriza por la produccién de gymnotecios amarilios o
blancos en asociacién con un anamorfo tipico de Penicillium,
Paecilomyces o Geosmithia.

El méas comunmente aislado es T. macrosporus, que al igual que
T. flavus, crece relativamente rapido en MEA, produce colonias amarillas
tanto a 25 como a 37 °C y usualmente abundantes gymnotecios
amarillos. Sus ascosporas miden mas de 5 micrémetros de longitud (Pitt,
1997).

El principal atributo industrial de 7. macrosporus es la alta

termorresi ia de sus poras. Ha sido frecuentemente reportado

en jugos pasteurizados a veces como causante de dafio (Hocking, 1987,
King, 1990; Quintavalla, 1993).

En el caso de T. flavus, sus ascosporas miden menos de 5
micrémetros de longitud, mas pequefias que aquellas de T.
macrosporus. Esta es la especie de Talaromyces méas comin,
encontrada universalmente en suelos de climas cdlidos.

La resistencia térmica de las ascosporas de T. flavus fue
sustancialmente menor que la de aislados de T. macrosporus (Beuchat,

1988; Quintavalla, 1993).
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1. 4. 2. 3. Género Eupenicillium

Eupenicillium se caracteriza por la produccién de cleistotecios

des lisas y vi te col dos, en asc i0

macroscbpicos de p

con un anamerfo Penicillium.

En muchas especies los cleistotecios se vuelven extremadamente
duros durante su desarrollo, pudiendo tardar semanas o meses en
madurar. Esto dificulta la observacién de sus ascosporas y, por lo tanto,
su identificacién.

La mayoria de las especies de Eupenicillium son hongos del
suelo que de tanto en tanto aparecen como sobrevivientes a los
procesos térmicos, ya que han sido aislados como contaminantes

resistentes al calor de jugos de frutas en varias ocasiones (Pitt, 1997).

I. 4. 2. 4. Género Neosartorya

Desde el punto de vista de la tecnologia de alimentos, la mayor
importancia de las especies de Neosarforya es la alta resistencia al calor
de sus ascosporas. Neosarforya fischeri es la (nica especie de
relevancia en alimentos. Se relaciona fenotipicamente al patdgeno
oportunista de humanos: Aspergillus fumigatus y causa contaminacion
de productos procesados por calor (Girardin, 1985).

Las colonias de N. fischeri son blancas y se extienden
rapidamente tanto a 25 como a 37 °C, producen cleistotecios blancos y

discretas cabezas de Aspergillus verde grisdceas.

Lic. Lawna Hoemi Freisén 20



INTRODUCCION

El estado teleomorfo se produce en la mayoria de las condiciones
de crecimiento y es el responsable de la propiedad mas importante que
presenta esta especie: la termorresistencia. Es un hongo ubicuo que
crece comunmente en ambientes humedos tales como suelo,
vegetacién putrefacta y desechos orgénicos donde produce gran nimero
de ascosporas (Raper, 1965). Se ha convertido en un problema

industrial por contaminacion de productos de frutas procesadas

(Girardin, 1995).

La variabilidad dentro de la especie N. fischeri puede ser

determinada por:

*

Morfologia de las ascosporas a través de Microscopia Electrénica de

Barrido (SEM).

Resistencia térmica de las ascosporas.

*

Perfil de metabolitos secundarios por Cromatografia liquida de alta

performance (HPLC).

*

Patrén de proteinas de extractos de ascosporas por Electroforesis en

Gel de Poliacrilamida - Sodio duodecilsulfonato (SDS - PAGE).

*

Ensayos genémicos de complementacién de DNA.
El desarrollo de inmunoensayos para esta especie, permitiria una

répida y mas sensible deteccion (Girardin, 1995).
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Neosarforya fischeri es una especie con variedades bien
definidas: N. fischeri var. glabra, N. fischeri var. spinosa y N. fischeri var.
fischeri (Samson, 1990, 1995), teniendo claramente diferenciada la
ornamentacién de las ascosporas y el perfil de micotoxinas y otros
metabolitos (Kozakiewicz, 1989; Samson, 1990; Nielsen, 1991).

Existen estudios moleculares que muestran una muy cercana
relacion entre N. fischeri var. glabra y N. fischeri var. spinosa y entre N.
fischeri var. fischeriy Aspergillus fumigatus (Girardin, 1995).

En la literatura aparecen numerosos datos acerca de la
termorresistencia de las ascosporas de N. fischeri (Quintavalla, 1993;
Scott, 1987; Beuchat, 1986). Estos datos muestran una comparable o
algo menor resistencia térmica que Talaromyces macrosporus, pero

mayor que Byssochlamys fulva o B. nivea (Beuchat, 1986; Scott, 1987).

. ecies y v: a a

El género Neosarforya incluye siete especies y tres variedades,

las cuales se detallan a continuacion:

Especies Variedades

N. aurata

N. aureola
N. fennelliae
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N. fischeri glabra
spinosa

fischeri

N. quedricincta

N. spathulata
N. stramenia

Raper, 1965; Samson, 1990.
+ Morfologia de las ca

La ornamentacion de las ascosporas de las distintas variedades
de Neosartorya fischeri es caracteristica y puede ser visualizada por
SEM. Las ascosporas son biconvexas con dos crestas ecuatoriales
(Nielsen, 1991).

Las ascosporas de N. fischeri var. fischeri poseen, bajo SEM, una
superficie tipicamente reticulada originada por crestas anastomosadas,
mientras que las ascosporas de N. fischeri var. spinosa muestran
espinas y cierto grado de rugosidad en la superficie diferenciable de
dichas espinas. N. fischeri var. glabra presenta una superficie finamente

rugosa (Nielsen, 1982).
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1.5.MICOTOXINAS

I. 5. 1. Desarrollo fungico v la produccién de toxinas

Los hongos se desarrollan sobre los alimentos y sobre sus
materias primas.

Bajo condiciones favorables, no sdlo ocasionan deterioro de su
calidad, sino que también pueden producir micotoxinas.

La mayor parte de la contaminacion fungica es claramente visible,
se detecta como crecimiento mohoso. Sin embarge, también existe una
contaminacién fingica menos obvia la cual conduce al consumo
humano de toxinas fingicas que no se ven (Wainwright, 1995).

Los hongos productores de micotoxinas estan ampliamente
distribuidos en el medio ambiente. Los avances en el conocimiento de la
fisiologia fungica y de los factores que afectan el crecimiento de los
hongos y la biosintesis de las micotoxinas, conducen a la aplicacion de
medidas preventivas eficaces. El hecho de que muchos de estos
contaminantes son peligrosos para la salud, es lo que ha impulsado e!
estudio de los hongos como grupo microbiano con caracteristicas
propias.

Los hongos requieren diferentes medios y condiciones para su
aislamiento. Existe una gran diversidad de géneros y especies, es por
eso que se debe identificar correctamente las especies toxicogénicas,
esencialmente para evaluar el riesgo de contaminacién de los alimentos

con micotoxinas (Fernandez Pinto, 1996).
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I. 5. 2. Definiclén de micotoxinas:

Son productos naturales producidos por algunas especies de
hongos que provocan una respuesta téxica cuando se introducen a
bajas concentraciones en vertebrados superiores y ofros animales por
una ruta o via natural (Bennett, 1987).

Desde el punto de vista de la contaminacion de alimentos, la ruta
més importante es la ingestion, pero también pueden ser rutas naturales
de administracién la absorcién a través de la piel y la via inhalatoria, ésta
ultima, importante en las enfermedades que afectan a los trabajadores
que manipulan granos almacenados o alimentos para animales.

Estos compuestos no tienen un rol fisioldgico definido ni son
esenciales para el crecimiento del microorganismo productor y se
preducen en las etapas tardias del ciclo de vida.

Por consenso general, la denominacién de micotoxinas esta
restringida a las toxinas que producen los hongos transmitidos por
alimentos, excluyendo las toxinas producidas por Basidiomycetes, tales
como las setas (ICMSF, 1996).

En general las micotoxinas son de bajo peso molecular, la
mayoria heterociclicas, poco solubles en agua, con gran estabilidad al
calor por su estructura ciclica.

Son indestructibles frente a procesos de pasteurizacion y coccién
de alimentos.

La mayoria son solubles en solventes orgénicos polares.

Presentan estructuras quimicas muy diversas.
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Muchas de las micotoxinas son mutagénicas, cancerigenas e
inmunosupresoras.

Por ser metabolitos secundarios, se forman cuando cesa el
desarrollo flngico, sintetizandose en mayor cantidad cuando en el
alimento, el porcentaje de hidratos de carbono es alto en relacién a la
fuente nitrogenada, de tal forma que cuando se agota ésta dltima, el
organismo se estresa y acumula micotoxinas.

Sus efectos toxicos también son muy variados, ya que pueden
producir desde simples trastornos gastrointestinales hasta dafios mucho
més graves como la carcinogénesis.

Una unica especie de hongo puede producir més de una toxina,
en tanto que las toxinas individuales pueden ser producidas por mas de
una especie de hongos (Wainwright, 1995).

Si bien actualmente se conocen muchos metabolitos secundarios
de hongos que presentan efectos adversos para diferentes sistemas
biologicos, los de mayor importancia son aquellos que han sido
detectados como contaminantes naturales de los alimentos, pues en
este caso existe un riesgo de exposicién del hombre y los animales a

sus efectos téxicos (Fernandez Pintos, 1996).

1. . 3. Micotoxicosis:

Enfermedad ocasionada por la ingesta, inhalacién y/o contacto

con toxinas producidas por diferentes especies de hongos.
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Existen dos formas diferentes de micotoxicosis:

o Micotoxicosis primaria: |as mic se producen en el alimento

contaminado al crecer el hongo sobre el mismo y éste se consume

directamente.

o Micotoxicosi : el ali to contaminado con micotoxina

es ingerido por el animal, la toxina es metabolizada y excretada en la
leche o huevos, o queda como residuo en tejidos y 6rganos, luego
se ingieren los residuos de micotoxina que se encuentra en estos
productos.

En animales, las micotoxinas a altas concentraciones, pueden
producir sindromes agudos que incluyen dafios en el higado y rifién,
ataque al sistema nervioso central, efectos dérmicos y efectos
hormonales pudiendo producir la muerte de los mismos (Swmith, 1985),
mientras que bajas concentraciones pueden ser carcinogénicas,
mutagénicas, teratogénicas, estrogénicas, disminuyendo el ritmo de
crecimiento de animales joévenes y pueden interferir con los mecanismos
de resistencia natural y deprimir su sistema inmunolégico, de tal manera
que los animales se vuelven mas susceptibles a las infecciones (Pier,
1980).

En el hombre, las micotoxinas han sido las responsables de
diversas patologias. En algunos casos con alta mortalidad como la ATA
(Aleucemia tdxica alimentaria) que provocd la muerte lenta de personas

en la antigua URSS entre 1941 y 1947 (Kurata, 1990); el ergotismo
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conocido desde la edad media como Enfermedad del Fuego de San
Antonio, debido al consume de centeno contaminado por Claviceps
purpurea (Worshop, 1989).

En Rusia entre 1831 y 1940 se informo acerca de una enfermedad
masiva en caballos. Los estudios indicaban que la enfermedad estaba
asociada a la ingestion de heno infectado con Stachybotrys atra. Esta
micotoxicosis era estacional y también afectaba a granjeros,
posiblemente por inhalacién de compuestos volétiles provenientes del
heno infectado (Kurata,1990)

En la década del 40 fueron estudiadas en Jap6n micc

humanas atribuidas a la ingesta de arroz enmohecido. La toxicidad del
arroz fue demostrada en animales. Leos sintomas eran similares a los del
beri - beri cardiaco; en los casos fatales la muerte se producia en tres
dias. Mucho tiempo después se descubri6 que la causa era la
contaminacién del cereal con varias toxinas producidas por diversas
especies de Penicillium (Saito,1971).

En 1961 se produjo en Inglaterra el brote de una enfermedad que
afecté a aves de corral, especiaimente pavos, causando la muerte de
miles de animales. Por su etiologla desconocida se la denomind
‘enfermedad de los pavos”, pero al poco tiempo se produjeron otros
brotes similares que afectaron a patos y faisanes. Poco después pudo
comprobarse que la causa de esta enfermedad habia sido la presencia
de metabolitos toxicos producidos por el hongo Aspergillus flavus,

contaminante del mani empleado en la preparacién de las raciones
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suministradas a las aves. Estas sustancias, desconocidas hasta

entonces, se denominaron allatoxinas (Alcroft, 1963).

1. 5. 4. Dafios producidos por micotoxinas:
a Dosis alfas:

+ Dafio hepético

» Dafio renal

+ Dafio neuroldgico

Dafio gastrointestinal

=}

Dosis bajas:

Dafio inmunolégico

.

Trastornos reproductivos

Baja produccion de leche y huevos

Tumores malignos (a largo plazo en el hombre)

El dafio inmunolégico ocasiona mayor predisponibilidad a las
infecciones.

Los trastornos reproductivos ocasionan una produccién deficiente
y la consecuente menor ganancia en peso y pérdida econémica.

Los tumores malignos provocan grave riesgo en la salud humana,
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1. 5. 5. Alimentos susceptibles de estar contaminados con
micotoxinas:

Los hongos crecen sobre productos agricolas durante la cosecha
vy el almacenamiento. Los hongos que crecen sobre granos de cereales

pueden ser clasificados en tres tipos:

1) Hongos de campo, que invaden los grancs antes de la cosecha y
requieren valores de aw para el crecimiento, mayores de 0,93. Este

grupo incluye especies de Alternaria, Fusarium y Cladosporium.

2) Hongos del almacenamiento, que invaden los granos después de la
cosecha, principalmente incluyen especies de Aspergilius y Penicillium,

estos hongos pueden crecer a niveles reducidos de aw, hasta 0,70.

3) Hongos que producen un deterioro avanzado como Fusarium
graminearum, Chaetomiun y 3ordaria, requieren niveles altos de aw para

crecer (Wainwright, 1995).

Las toxinas principales formadas sobre los granos incluyen a las
aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona, toxina T-2, vomitoxina y

fumonisinas.

I. 5. 6. Factores gue gobiernan la sintesis de micotoxinas:
Los factores que afectan la sintesis pueden ser biolégicos o

ambientales.
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E: s biolégicos:

- Diferencias varietales
- Stress de la planta
- Cepa flingica

- Ecosistema microbiano

Factores ambientales:

- Temperatura
- Humedad relativa

- Dafios: mecénicos, insectos y pajaros, etc.

Su produccién estd condicionada tanto por el genotipo del
microorganismo productor, como por el sustrato y el medio ambiente en
el cual se desarrolla (Smith, 1985).

Una caracteristica de los metabolitos secundarios es que
frecuentemente son especificos no sélo de especies sino también de
cepas (Femandez Pinto, 1996).

Si una cepa fangica tiene el potencial para producir una
micotoxina, el nivel producido dependera de los nutrientes disponibles
en el ustrato. Ciertos componentes, como metales y azicares, juegan
un rol importante en el proceso biosintético, determinando que algunos
sustratos sean mas propensns que otros a la contaminacion (FAQ, 1982;

Bresler, 1998; Bilotti, 1998).
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En condiciones naturales, otros factores influyen también sabre Ia
hiosintesis de micotoxinas. La interaccion con otros microorganismos, la
presencia de biocidas, la accion de otros entes biol6gicos tales como
insectos, roedores y el genoma de la planta, influyen sobre la cantidad
de micotoxinas que puede producir un hongo que ha colonizado al
sustrato en la etapa pre y post cosecha (Smith, 1985).

El crecimiento flingico y la biosintesis de micotoxinas también son
afectados por parémetros ambientales, entre l2s cuales los mas
importantes son la temperatura y la humedad relativa de la atmasfera.
Estos pardmetros interactian y, en general, a valores subéptimos de
uno de ellos se reduce el rango del otro pardmetro dentro del cual el
hongo puede crecer y producir toxinas. En general, los rangos de
temperalura y aw que permiten la biosintesis de las micotoxinas son
més estrechos que aquellos que posibiitan el crecimiento fingico
{Arora, 1891; Frisvad, 1995).

La contaminacién con micotoxinas es una consecuencia de una
compleja interaccion de factores, su conocimiento permite establecer
medidas preventivas para minimizar el riesgo de contaminacién de los

alimentos con peligrosos agentes téxicos.

I.5.7. Hi d res de mi inas:
Los hongos productores de micotoxinas estan ampliamente
difundidos en el medio ambiente y son contaminantes frecuentes de

alimentos especialmente los de origen vegetal. l.os géneros que se
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destacan en el contexto de la salud humana y animal son tras:
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Estos microorganismos con
caracteristicas fisiolégicas y requerimientos ecolégicos particulares, son
capaces de colonizar los sustratos y biosintetizar las toxinas en las
diferentes etapas de la cadena de produccién de alimentos (Femandez
Pinto, 1996).

Las especies de los géneros Aspergillus y Penicillium se
desarrollan principalmente 3n granos y semillas y otros alimenios
almacenados en condiciones deficientes. En cambio, las especies de
Fusarium prosperan mejor en el mismo campo, dependiendo de las

condiciones ambientales adesuadas para el hongo.

El género Aspergillus estéd ampliamente distribuido en la naturaleza,
pero se lo encuentra con mayor frecuencia en climas tropicales y
subtropicales, por lo que las toxinas producidas generalmente estan
asociadas a productos provenientes de dichas regiones. Muchas
especies de Aspergillus son capaces de proliferar en susiratos de
bajo aw.

Las aflatoxinas, producidas por A. parasificus y A. flavus son
potentes hepatocancerigenas cuya presencia en ciertos alimentos como

el mani y el maiz ha sido correlacionada, a través de estudios

epidemiclégicos, con alta inci ia de cancer de higado en la poblacion
humana de ciertos paises africanos y del sudeste asidtico. (Fernandez

Pinto, 19886). Aunque se asume que los humanos sufren problemas
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meédicos asociados con |las micotoxinas, la mayor parte de los efectos se
han visto en animales alimentados con piensos contaminados.

Algunas cepas de A. flavus producen conjuntamente con las
aflatoxinas otras toxinas comio el &cido ciclopiazénico, con la posibilidad
de una accién sinérgica entre ambos metabolitos toxicos (Femandez
Pinto, 19986).

La ocratoxina A, causante de nefropatias, puede ser sintetizada
por algunas especies de Aspergillus, como A. ochraceus. Estudios
recientes han demostrade que la ocratoxina A posee ademas
propiedades carcinogénicas, teratogénicas e inmunoctdxicas (Abarca,
2000).

Otras toxinas producidas por especies de este género, log
tremorgenos, causan disturbios neurolégicos en animales (Fernandez

Pinto, 1996).

El género Penicillium se asocia frecuentemente al deterioro de
alimentos en regiones de climas templados , dado que su
crecimiento se ve favorecido por temperaturas relativamente bajas.
Numerosas especies de este género son xerofilicas.
Existen micotoxinas que son producidas por especies de
distintos géneros, como el éacido ciclopiazénico y la ocratoxina A.
Algunas cepas de P. verruccsum producen simultaneamente ocratoxina
A y citrinina, ambas nefrotoxinas, existiendo nuevamente la posibilidad

de sinergismo.
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La patulina es producida por F. expansum, agente de la
podredumbre marrén de la rnanzana, por lo cual es comin encontrarla
en jugos y concentrados elaborados con esta fruta. £s altamente toxica v
carcinogénica y es preducida ademas por P. patulum (Rice, 1977), y por

cepas de B. nivea, aisladas cle frutillas procesadas por calor.

+ El género Fusarium es contaminante frecuente de cereales,

oleaginosas y leguminosas. Muchas son fitopatog

Debido a su asociacion con vegetales y a sus requerimientos de alto
aw, generalmente contarninan los cultivas en la etapa precosecha
Algunas especies pueden crecer y producir toxinas a baja
temperatura (Fernandez Pinto, 1996).

La zearalenona es una micotoxina estrogénica que causa
trastornos en el aparatc reproductor de animales de granja,
especiaimente cerdos alimentados con maiz enmohecido, con las
consiguientes pérdidas econdmicas (Fernandez Pinto,1996).

Las micotoxicosis producidas por tricotecenos son en general
caracterizadas por presentar hemorragias gastrointestinales, vomitos,
ataxia y pérdida del apetito (Smith, 1992).

Dentro de fos tricotecenos producidos por especies del género
Fusarium se han descriptc alrededor de 45 compuestos de origen
natural, pero los estudios toxicolégicos méas extensivos han sido
desarrollados en relacion con toxina T-2, toxina HT-2, deoxinivalenaol y

fusarenona-x (Ueno, 1983).
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Se absorben a partir del tracto digestivo y se distribuyen a los
diferentes tejidos y organos sin que se produzca una acumulacion
evidente en ningln érgano especifico. Sin embargo, los estudios de
distribucién realizados al presente, estdn principaimente limitados a la
toxina T-2 y a su metabolito natural la toxina HT-2 (Environmental Health
Criteria, 1980).

Las fumonisinas, asociadas a enfermedades del ganado como la
leucoencefalomalacia equina y el edema pulmonar en cerdos, han
demostrado ser cancerigenas y se sospecha que puedan estar
involucradas en la alta incidencia de céncer de eséfago en ciertas areas
de Africa y Asia (Fernandez Pinto, 1996). Se ha citado su capacidad
hepatotdxica y hepatocarcinogénica en ratas y se ha correlacionado
estadisticamente su presercia en alimentos con la prevalencia de
cancer de esdfago en el hombre (Abarca, 2000).

La presencia del hongo en el alimento no asegura que en éste se
haya producido la toxina, sin embargo la misma sirve de alerta de un
peligro potencial. Por otra parte la micotoxina puede permanecer en un
producto ain cuando el hongo ya no esté viable en el mismo y el
alimento no presente modificaciones en sus propiedades organolépticas

(Ferandez Pinto, 1998).
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G i ni
Género_Aspergillus
Mis xina

Aflatoxina B1y B2

Afiatoxina G1y G2

Ocratoxina A

Esterigmatocistina

Fumitremorgenos

Triptoquivalina

Territremorgenos

Especi uctora

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus

Aspergillus nomius

Aspergillus parasiticus

Aspergillus tamarii

Aspergillus ochracets y

especies relacionadas.

Aspergillus versicolor

Neosartorya fischeri

Aspergillus clavatus

Asperygillus terreus
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Equinulina

Micotoxina

Citreoviridina

Citrinina

Acido ciclopiazénico

Ocratoxina A

Patulina

Eurotium chevalieri

E. amstelodami

Hocking, 1897

Especie productora

P. citreonigrum

Eupenicillium ochrosalmoneum

P. citrinum
P. expansum

P. verrucosum

P. camemberti

P. chrysogenum

P. viridicatum

F. verrucosum

F. expansum

P. griseofulvum

P. rogueforti
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Penitrem A

Pr toxina

Roquefortina C

Acido D. secalénico

Mi; xina

Zearalenona

Tricotecenos Grupo A

Toxina T-2, DAS,

Neosolaniol

P. crustosum

P. glandicola

P. roqueforti

P. roqueforti

P. crustosum

P. oxalicum

Especie productora

F. graminearum

F. graminearum

F. poae

F. sporotrichoides

F. equiseti

Pitt, 1997
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Grupo B

DON, 3 Ac. DON, F. graminearum
15 Ac. DON, Nivalenol, F. culmorum
Fusarenona

Fumonisinas F. verticillicides

F. proliferatum

Logrieco, 2000

1. 5. 8. Control de las micotoxinas:

A los fines de prevenir la ingestion de metabolitos téxicos
peligrosos, es necesario controlar el desarrollo de estos
microorganismos que también son activos agentes de biodeterioro. Se
debe evitar el crecimiento del hongo durante la cosecha o

almacenamiento (Rainer, 1985).

La preduccién puede restringirse:

Impidiendo el crecimiento del hongo antes de la cosecha,

frecuentemente mediante el uso de fungicidas.

Las condiciones ambientales después de la cosecha, particularmente

los niveles de humedad y temperatura durante el almacenamiento.

Ajustando los niveles osmdticos de los alimentos, afadiendo

azucares o sales.
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« Evitando la contaminacién por insectos durante el almacenamiento ya

que estos aumentan la contaminacion fungica (Rainer, 1985).

I.5.9. Incidencia economica de las micotoxinas:

Las micotoxinas estan ligadas al sector productivo, debido a que
la contaminacién fingica se lieva a cabo durante el cultivo y/o durante el
almacenamiento.

A los efectos perjudiciales sobre la salud, se suman graves
pérdidas econdmicas. Estas Gltimas se refieren por una parte a la
disminucién de la disponibilidad de alimentos, a la comercializacién de
materias primas contaminadas, a la mortalidad de los animales de
produccion y a las pérdidas derivadas (Resnik, 1997).

Las micotoxinas producen un amplic rango de efectos
perjudiciales en los animales. El impacto econdémico de la reduccion de
la productividad del animal, incrementa la incidencia de enfermedades
debido a inmunodepresion, dafio en 6rganos vitales e interferencia con
capacidad reproductiva, es muchas veces mas grande que el impacto
causado por la muerte debido a un envenenamiento con micotoxinas

(Extraido de una publicaci ica: "Und ding and Coping with

effects of Mycotoxins in Livestock Feed and Forage", 19984. Direcction

electronica: hitp:// www.ces.ncsu.edu/drought/dro-29.html).
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l. 6. HONGOS RESISTENTES AL CALOR

PRODUCTORES DE MICOTOXINAS

1. 8.1. Género Byssochlamys

Algunos aislados de B. fulva y B. nivea pueden producir patulina
en frutas bajo ciertas condiciones experimentales. Patulina fue
considerada una micotoxina de significativa potencia (Rice, 1977,
Roland, 1984). Muy bajos niveles de patulina fueron producidos en
atmébsferas con menos de 0,5 % de oxigeno y 20-30 % de didxido de
carbono (Tamawaki, 1995). El minime valor de aw para la produccion de
patulina fue de 0,92 a 21 °C y 0,87 a 30 y 37 °C (Roland, 1984).

Originariamente fue un antibidtico y estudios toxicolégicos
concluyeron que este antibibtico era toxico para uso terapéutico (Daores,
1984). Posteriormente se la considerdé de baja toxicidad y como
indicador de la calidad de la materia prima utilizada para elaborar dichos
productos (Pitt,1997; Samson, 1982). En la actualidad Lee vy
Réschenthaler mostraron que causa rotura de una de las cadenas de
DNA en Escherichia coli a una concentracién de 10 pg/ml y rotura de la
doble cadena a una concentracién de 50 ug/ml. Se han reportado
también rotura de la simple y doble cadena de DNA en células FM3A y

en células Hela (células eucariotas) (Dirheimr, 1998).
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I. 6. 2. Género Neosartorya

N. fischeri produce principalmente fumitremorgenos A, B, C
(Horie, 1981) y verruculogeno (Beuchat, 1988; Nielsen, 1988; Samson,
1990; Frisvad, 1991; Patterson, 1981), todas ellas toxinas

tremorgénicas.

1. 7. TOXINAS TREMORGENICAS

1. 7. 1. Generalidades:

El incremento en investigaciones sobre micotoxinas en general en
la década pasada, ha llevado a descubrir metabolitos fingicos que son
capaces de producir temblores intermitentes en animales vertebrados.

Las micotoxinas tremorgénicas pueden ser convenientemente
clasificadas en cuatro grupos, basados sobre semejanzas quimicas.

Estos grupos son:

1. Grupo penitrem
2. Grupo fumitremorgeno - verruculogeno
3. Grupo paspalitrem

4. Grupo triptoquivalina

Todos los tremorgenos tienen en coman una mitad indol derivada del
triptofana.
Los hongos capaces de producir metabolitos secundarios

tremorgénicos pertenecen a especies taxondmicamente diversas. Estos
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hongos son capaces de contaminar a variedades agronémicas como
granos de cereal, ensilados, etc., y se conoce o se sospecha que varias
enfermedades animales son causadas por estos hongos.

Los tremorgenos contienen una base bioldgica activa con nucleos
quimicos derivados de geranilgeraniol y triptofano (Koul, 1893).

Las toxinas tremorgénicas son neurotoxinas que en bajas dosis
producen temblores por largos periodos de tiempo y no causan efectos
adversos en animales, pero pequefios incrementos en la dosis pueden
ser letales. Se confirmaron las propiedades tremorgénicas de extractos
conteniendo fumitremorgenc B por bioensayo en raton, cuando se
inoculé intraperitonealmente causé temblores (a veces violento),
convulsiones y en varios casos muerte dentro de los cinco minutos de la
administracién de la toxina (Paterson,1979).

Los fumitremorgenos A, B y C son dipéptidos ciclicos téxicos que
afectan el sistema nervioso central (Cole, 1981). Incorporados en la
dieta de ratas y ratones de laboratorio causan temblores y la muerte del
70 % de los animales testeados (Golinski, 1991), como resultado de
cambios bioguimicos que afectan la neurotransmisién (Parera, 1982;
Yamazaki, 1978).

Fumitremorgeno C es un agente quimiosensibilizante frente a
lineas de células de carcinoma de colon, su modo de accién seria por
reversién de la resistencia a drogas tales como colchicina (Sridhar,

1988).

La admini i6n intraperif (IP) de 1 miligramo de

toxina pura (fumitremorgeno A y B) por ratdn, causa temblores
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con convulsiones intermitentes, pero no se observa
toxicidad

aguda a este dosis leve. La i i6n de 5 milig por ratén

causa la muerte del 70 % de los animales en 96 horas (Cole, 1972;
Yamazaki, 1979).

Verruculogeno tiene una  estructura similar a fa de los
fumitremorgenos pero con una diferencia en la cadena lateral. Es
tremorgénica para ratén y pollo (Golinski, 1991) y se postula que causa
1a inhibicidn de las células alfa motoras del asta anterior {Cole, 1981).

Verruculogeno administrado oral o IP causa severos temblores y
toxicidad aguda en ratones y gallos. Aparecen temblores en los 5
minutos luego de la administracién oral dependiendo del nivel de dosis.
Signos clinicos severos en ratones y gallos jovenes, se sumaron a
temblores y estos signos fueron: sensibilidad al sonido, espasmos
tetanicos y afixia (Cole, 1972).

Experiencias en grandes animales sugieren que los tremorgenos
producidos por hongos contaminantes del suelo pueden estar implicados
en la patogenesis de migrafias y temblores de ryegrass (Patterson,
1979).

La triptoquivalina, junto a triptoquivalona y otros compuestos
relacionados, también son toxinas tremorgénicas producidas por N
fischeri (Samson, 1990).

Debido a que fue demostrado el crecimiento del hongo y
produccién de fumitremorgenos A y B y verruculogeno a tan bajos

niveles de oxigeno como 0,1 %, la presencia de este meho en productos
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de frutas procesados por calor, debe ser una preocupacion para la salud
plblica (Nielsen, 1989).

De hongos aislados de pasturas, se obtuvo vefruculogeno y el
mismo se asocid con una enfermedad que presenta migrafias y
temblores en ganado vacuno y ovejas (Patterson, 1981, Gallagher,
1977).

Se sabe que verruculogeno es producido por Aspergillus
fumigatus, Penicillium  verruculosum. Ademés se comprobé — por
estudios sobre toxigenicidad que existen ciertas especies que podrian
considerarse productoras potenciales de verruculogeno. Estas especies
son: Neosartorya fischeri, Penicillium piceum, P. nigricans (Gallagher,

1977).

1. 7. 2. Géneros fangicos productores de toxinas tremorgénicas:
1. 7. 2. 1. Género Talaromyces

T. macrosporus es productor de duclauxin, un metabolito
secundario cuya significancia como micotoxina aun no ha sido
establecida (Pitt, 1997).

No se conoce la produccién de micotoxina de T. flavus (Pit,

1997).

1.7. 2. 2. Género Eupenicillium
Algunos aislados de E. javanicum han sido reportados como
productores de xanthomegnin y palitantin  (Frisvad, 1990),

probablemente con poca impertancia practica.
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I. 7. 2. 3. Género Neosartorya
La mayoria de las especies de Neosarorya son capaces de

producir los siguientes metabolitos secundarios toxicos:

Taxon Micotoxina y Antibiético

N. aurata Ac. helvélico

N. aureola Triptoquivalina

N. fennelliae Tripacidina,
viridicatumtoxina

N. fischeri var. glabra Avenaciolide, mevinolinas,

triptogquivalina, tripacidina

N. fischeri var. spinosa Triptoquivalina, terreina

N. fischeri var. fischeri Fumitremorgenos A, B, C y

verruculogeno, terreina,

triptoquivalina

N. quadricincta Acido ciclopaldico
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N. stramenia Canadensolide

Samson, 1990

La baja temperatura de 4 °C favorece la acumulacién de toxina
tremorgénica cuando los hongos que la producen se desarrollan sobre
diferentes materias agricolas. Sin embargo el grado de formacion de
toxina es més rapido a la temperatura de 20 °C. Se sugiere que el
sinergismo entre tremorgenos puede ser un factor de sindrome de

temblores ryegrass (RGS) (Hou, 1971).
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1. 7. 3. Fumitremorgeno A

Peso molecular: 6§79.2943
Férmula molecular: CazHa1O7N3

Férmula quimica:

X
)

"
-
‘ 1
P 9o
o

¥ = —o-t
i
Caracteristicas generales: produce prismas incolores en metanol. Es

soluble en cloroformo y acetato de etilo, ligeramente soluble en metanol

y etanal. Inestable por exposicién prolongada a la luz.

Datos de UV: Ame™"® nm (g): 226
277
206
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Hongos productores: Aspergillus caespifosus

Neosartorya fischeri var. Fischeri

TLC: Absorbente: silicagel GHR.
Solvente A: cloroformo - acetona (93:7 vol./vol.).
Selvente B: tolueno - acetato de etilo - 4cido férmico
{5:4:1 vol./vol./ivol.).

RfA: 0,30 RfB: 0,65

Deteccién: mancha azul - verdesa bajo luz visible 0 mancha mostaza
bajo luz UV, desarrollada inmediatamente luego de sprayar con solucion

de 4cido sulfirico - etandlico (50 %) {Cole, 1981).

1. 7.4, Fumitremorgeno B

Peso molecular: 479.2420

Eormul I r: C2rHa30sN3
Férmula guimi
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Caracteristicas generales: produce agujas incoloras en metanol.

Datos de UV: Ama®™" nm (5): 228

278
297
Hongos productores: Aspergillus caespitosus (NRRL 1929)

Neosartorya fischeri var. fischeri

Datos de TLC: Absorbente: silicagel 80 HR.
Solvente A: dietil éter
Sclvente B: acetona - cloruro de metileno
(5:95 vol.vol.).

RfA: 0,67 RfB: 0,38

Deteccidn: r ha azul brillante flu ite bajo luz UV, desarrollada

inmediatamente luego de sprayar con solucién de AICl; al 20 % en

etanoky calentar por 10 minutos a 100 °C (Cole, 1981).

1.7. 5. Verruculogeno

Peso molecular: 511.2318

Formula molecular: CarHaa07N3
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Caracteristicas generales: produce léminas incoloras en benceno -
alcohol etflico 1:1 (vol./vol). Es soluble en benceno, acetato de etilo y
acetona. Ligeramente soluble en etanol. Muy soluble en CHCI;. Inestable

por exposicion prolongada a la luz.

Datos de UV: Ane™™™ nm (e): 226

277
295
Hongos productores: Neosartorya fischeri var. fischeri

Penicillium verruculosum

Datos de TLC: Absorbente: silicagel GHR.
Solvente A: cloroformo - acetona (93:7 vol./vol.).
Solvente B: tolueno - acetato de etilo - &cido formico
(5:4:1 vol./ivol./vol.).

RfA: 0,30 RfB: 0,65
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Deteccidn: mancha azul - verdosa bajo luz visible o mancha mostaza
bajo luz UV, desarrollada inmediatamente luego de sprayar con solucién

de 4cido sulfirico - etandlico (50 %) (Cole, 1981).
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1.8. DETERIORO DE LAS FRUTAS

Virtualmente, todas las frutas en su estado natural son
susceptibles de deterioro por accién de microorganismos, a una
velocidad que depende de diversos factores tanto intrinsecos como
extrinsecos. Por esta causa, procedimientos como secado,
fermentacién, congelacion, refrigeracion, enlatado ¢ inactivacién, son en
la actualidad utilizados para su preservacion (ICMSF, 1980).

Las formas microbianas predominantes de los frutos son flngicas,
no bacterianas y causan extenso dafio a las frutas y vegetales (Burchill,
1986; Snowden, 1980).

En muchos casos los hongos atacan la fruta durante la cosecha y
siguen creciendo durante el almacenamiento.

Los microorganismos que causan el deterioro de las mismas
pueden ser clasificados como:
a) parasitos de las heridas, que atacan los tejidos dafiados
b) auténticos parasitos que directamente invaden productos no dafiados
(Wainwrght, 1995).

La presencia de hongos en productos de frutas procesadas puede

representar una preocupacién para la salud publica.

1. 8.1. Microfiora de los frutos:
La poblacién residente o primaria consiste en organismos que

generalmente se adhieren sobre la superficie de la fruta. La microflora
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secundaria estd representada por vectores externos tales como: el
suelo, insectos, roedores, etc., que puedan depositarse sobre la
superficie de la misma, Es muy dificultoso diferenciar entre estas dos
poblaciones (Doores, 1984).

Muchos frutos poseen mecanismos de defensa naturales, tales
como una gruesa piel o sustancias antimicrobianas, como son los
aceites esenciales (ICMSF, 1980).

La mayor parte de las investigaciones se ha dirigidc hacia la
prevencion de las enfermedades en el campo, mas que a las
alteraciones sufridas tras la recoleccion, puesto que las mayores
pérdidas econdémicas se verifican antes de que ésta se lieve a cabo
(ICMSF, 1980).

La naturaleza nutritiva de las frutas, los convierte en un rico
hébitat para los microorganismos. Es asi que una serie de factores
seleccionan los tipos de poblaciones microbianas particulares en ellos.
Tal vez el mas importante de estos factores esté relacionado con el
estado bioclogico de la fruta.

Lo que determina el dafio de los alimentos frescos, es la habilidad
de los microorganismos especificos de superar los mecanismos de
defensa, atravesando la cubierta exterior o cuticula del fruto (Alderman,

1974).

L. 8. 2. Frutos frescos:
Alteracion: Las frutas se encuentran dentro del grupo de alimentos
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frescos constituidos por células vivas, o sea que después de su
recoleccion continlan respirando activamente y produciendo calor, Se
ha llegado a definir a la fruta fresca como agua envasada en un
recipiente de fantasia. Este envase presenta el inconveniente de que a
veces es excesivamente permeable, lo que facilita en gran medida la
transicién. Las pérdidas de agua representan no sélo una disminucién
del peso comercial, sinc que también provocan un descenso importante
de la calidad sensorial al afectar la apariencia y textura del fruto (Olias,
1995).

Fundamentalmente tres son las causas de eslas pérdidas: las
caracteristicas fisiolégicas propias del fruto, la influencia de factores
externos y la inadecuada manipulacién post cosecha.

Al ser alimentos biclégicamente activos, tienen extremadamente
desarrollado un efectivo mecanismo de defensa contra la invasion de
sus predadores. Cuando éstos son capaces de vencerlo aparece el
deterioro (Pitt, 1997).

Si bien poseen un elevado contenido de agua (aw de 0,98 o
superior) son generalmente acidas, en el rango de pH 1,8 - 2,2 las més
4cidas, a 4,5 - 5,0 las menos acidas (Splittstoesser, 1987), lo que
origina una elevada resistencia a la invasién bacteriana, siendo su
descomposicién casi siempre causada por mohos.

Los mecanismos de defensa de las frutas, son altamente
efectivos, para casi todos los mohos, siendo un peguefio nimero de

géneros y especies capaces de invadir y causar deterioro. Algunos
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patégenos son altamente especializados, atacando sélo uno o dos tipos
de frutas (Pitt, 1997).

Durante la maduracion, las frutas se vuelven cada vez mas
susceptibles a la invasion fiingica, porque el pH de los tejidos se
incrementa, las capas externas se ablandan, los carbohidratos solubles

se acumulan, y las barreras ceden (Pitt, 1997).

La influencia de la temperatura en la prevencién del dafo fungico
de un alimento tiene dos aspectos:
- temperatura durante el procesamiento

- temperatura durante el almacenamiento

Las condiciones de calentamiento afectan profundamente la
resistencia térmica. Los niveles altos de azlcar son generalmente
protectores (Beuchat, 1977).

Los pH bajos y la presencia de preservativos incrementan el
efecto del calentamiento y también impiden la recuperacién de células
dafiadas (Beuchat, 1988; Beuchat, 1978).

Las flngicas i al calor pueden sobrevivir los

procesos de pasteurizacion dados a los alimentos &cidos.

I. 8. 3. Frutas pasteurizadas:
Alteracién:

Los procesos de calentamiento de alimentos acidos como frutas y
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productos a base de fruta son tradicionalmente suaves, debido a que las
esporas bacterianas no son un problema.

Para la mayoria de las frutas, una pasteurizacion a temperatura
cercanas a los 70 - 75 °C es efectiva, inactivando la mayoria de las
enzimas, levaduras y conidias de hongos contaminantes. Sin embargo,
los hongos productores de ascosporas son capaces de sobrevivir tales
procesos y causar alteracion (Pitt, 1997).

Byssochiamys nivea y B. fulva fueron reportados como causa de
alteracion de frutillas en latas o botellas y geles frutales para bebés (Pitt,
1964; Richarson, 1966; Hocking, 1984).

Por su parte, Neosartorya fischeri fue aislada de alimentos
acidos pasteurizados como frutillas enlatadas (Kavanagh, 1963, Mc
Evoy, 1970), jugos de frutas (Jesenska, 1985; Scott, 1987) y polvos de
frutas (Beuchat, 1992 b). Ademas, las frutas frescas tratadas con calor
producen frecuentemente aislados de esta especie (Spotti, 1992), por la
activacion que las ascosporas presentes sufren con el calor (APHA,
1984),

Sélo aislados de Neosarforya han sido encontrados en alimentes
y bebidas sometides a tratamientos térmicos (Kavanagh, 1983; Mc Evoy,
1970; Splittstoesser, 1977, Hocking, 1984; Jesenska, 1984; Jesenska,
1985; Scott, 1987; Splittstoesser, 1989).

Pero no fue documentado daflo del alimento debido a su
presencia (Kavanagh, 1963; Mc Evoy, 1970).

Talaromyces macrosporus, T. flavus y diferentes especies de
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Eupeniciliium son también potenciales causantes de dafio en productos

procesados por calor (Hocking, 1984).

l. 9. LAS FRUTILLAS

La frutilla pertenece a la familia de las Roséaceas, subfamilia

Rosoideas, género Fragaria (del latin: fragancia) (Vigliola, 1987).

1.9. 1. Qrigen e historia:

La antigliedad de Ias especies de frutillas se estima en unos 50
millones de afios, apareciendo las primeras referencias escritas sobre su
aprovechamiento en la época romana que mencionaban a las frutillas
como producto de cosecha silvestre (Vigliola, 1987).

Desde la Edad Media, en que las plantas silvestres comenzaron a
cultivarse en los jardines, y hasta el siglo XVIll, la variedad de frutilla
silvestre predominante en el hemisferio norte fue Fragarnia vesca L.,
caracterizada por el pequefio tamarfio de sus frutos. Se cree que los
indios del sur de Chile, cultivaban F. chiloensis antes de la llegada de
los espafioles. Esta variedad fue introducida en Europa por los
franceses, constituyéndose en la base para la creacién de las
variedades comerciales modernas (Vigliola, 1987).

La frutilla moderna es una planta que presenta frutos de mayor
tamafio, y cuyo origen es el resultado del cruzamiento.

La frutilla puede prosperar en diferentes tipos de suelos, pero

prefiere los &cidos o sub&cidos, con pH comprendido entre 5 y 6. Con
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relacién a la estructura, son preferibles los primeros 30 ¢m,
fundamentalmente para que las raices alcancen un mayor desarrollo. El
culfivo no folera la falta de drenaje (Pilotti, 1995). Las condiciones
ideales de cultivo se dan en suelos con tenores elevados de materia
organica para que haya buena retencion de agua y nutrientes. El exceso
de nitrbgeno afecta a los frutos torndndose insipidos, de mala
conservacién (Vigliola, 1987).

El consumo de frutillas como producto fresco o como alimento
procesado en forma de confitura, mermelada, helado, yoghurt, ha
experimentado una répida difusion en los Gltimos afios (Olias, 1995).
Entre las causas impulsoras de este incremento del consumao, podemos
destacar los aspectos intrinsecos del fruto y aspectos psicologicos del

consumidor,

+ Aspectos intrinsecos

Delicado sabor y aroma, su valor nutritive, en el que destacan su
elevado contenido en vitamina C (Tabla 1), superior al de los citricos y
su alto contenido en 4cido elagico, de gran interés por sus propiedades

anticarcinogénicas.

+ Aspectos psicolégicos
Su estacionalidad o disponibilidad limitada, que le confiere un
mayor atractivo al producto y la hacen mas deseable que las frutas a las

que se tiene acceso todo el ario.
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Si tuviésemos que elegir una sola caracteristica del fruto como
principal atractive para el consumidor, tendriamos que destacar el
aspecto estético, la apariencia externa de las frutillas, que hacen de ella
una fruta tentadora y apetecible.

Cuidar la calidad y aspecto de la frutilla, evitando el deterioro
causado por el marcado caréacter perecedero de este fruto, constituye el

principal reto de productores y distribuidores para incidir en un aumento

del consumo (Olias, 1995).

Contenido por 100 g de fruta
Valor energético 40 calorias
Proteinas 09g
Grasas 059
Carbohidratos 13g
Calcio 21mg
Fésforo 21 mg
Potasio 164 mg
Sodio 1mg
Hierro 1mg
Vitamina A 100 Ul
Vitamina B1 0,03 mg
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Continuacién Tabla 1

Vitamina B2 0,07 mg
Vitamina B5 0,90 mg
Vitamina C 90 mg
1. 9. 2. Produccion e Industrializacién:

En nuestro pais se cultivan unas 1000 Ha de frutilla, distribuidas
de la siguiente manera: Buenos Aires, Santa Fe y otras provincias entre
las que se encuentran Mendoza, Saita, Tucuman y Rio Negro (Pilatti,

1997).

1.9.3. Zonas productoras:
Se puede dividir la Argentina en tres zonas'principales de cultivo

segun las caracteristicas ecolégicas propias.

1) Zona norte: delimitada al sur por una linea imaginaria que pasa por

Concordia, Coronda y Mendoza.
2) Zona sur: limitada al norte por un arco que pasa por San Rafael
(Mendoza), sur de San Luis, norte de La Pampa hasta Necochea en

Buenos Aires.

3) Zona intermedia: es la que se ubica entre las anteriores,
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El centro productor mas importante se encuentra en la lecalidad
de Coronda (Provincia de Santa Fe), el cual representa el 50 % de la
superficie cultivada (aproximadamente 500 Ha); luego se ubica Buenos
Aires con 250 Ha, Corrientes con 150 Ha y Salta, Jujuy y Tucumén, con
aproximadamente 100 Ha (Vigliola, 1987).

La mayor parte del cultivo de frutilla en la provincia de Santa Fe
se encuentra en la zona de Coronda, que abarca los distritos de
Coronda, Arocena y Desvio Arijén. Es una franja de 35 Km de largo y 3-4
Km de ancho sobre el rio Coronda (Pilatti, 1995).

La produccién regional de frutillas tiene una gran importancia por
su historia, ubicaciéon geogréfica, especializacién y por constituir un

nicho ecolégico exclusivo (SAPyA, 1996).

1.9. 4. Situacion de la regién de Coronda:

Superficie cuitivada: 470 Ha

Rendimiento promedio: 20000 Kg/Ha

Produccién anual: 10000 Ton

Destino de la produccién: 50 % consumo fresco y 50 % para
industrias.

Industrializacién: Dulces, pulpas, congelados,

cubeteados (INTA, 1999).

La provincia de Santa Fe, con la riqueza de sus suelos y la
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variedad de sus climas, ofrece muy buenas condiciones naturales para
desarrollar una estrategia global de produccion competitiva que le
permita acceder a nuevos mercados (INTA, 1998).

En la regién de Coronda (Departamento San Jerénimo) se
desarrolla el cultivo de la frutilla, obteniéndose un producto de excelente
calidad, reconocido en los mercados més exigentes.

En los suelos arenosos de la region centro este de la provincia de
Santa Fe, nacen las FRUTILLAS DE CORONDA. Los corondinos
presentan un producto diferenciado por su particular sabor, color y
aroma, haciéndolo inconfundible al gusto de los exigentes consumidores
(Magic, 1989).

En el periodo 1994-1998 se registro un sostenido aumento de los
rendimientos por Ha debido a la incorporacién de tecnologia como el
“mulching” de polietileno, nuevos cultivares de plantines (origen
meristematico), fertirigacion, tratamiento de suelo, tuneles,
invernéculos, etc.

Por las caracteristicas genéticas y agronémicas de los plantines
utilizados y la diferente época de trasplante, se ha logrado ampliar el
periodo de cosecha. Santa Fe representa el 40 % de la produccién
nacional (Magic, 1999).

Debido al constante crecimiento de la produccién regional de
frutilla, los productores y el gobierno provincial plantearon la necesidad
de establecer una estrategia agroalimentaria: la “Denominaciéon de

Origen”. Esta persigue como metas el mejoramiento de las condiciones
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de comercializacion en los mercados nacionales e internacionales, el
establecimiento de un vinculo entre la calidad del producto y su origen,
disponer de un elemento juridico que proteja la diferenciacién de
productos y el funcionamiento de una “marca colectiva” que compartan
los productores de la regién. Esto implica elaborar un producto con
aplicacion de controles en cada uno de los proceses, desde la etapa
inicial hasta la presentacién al consumidor, con el objeto de lograr
seguridad y calidad (Magic, 1997; Magic, 1698).

El Consejo de la Denominacién de Origen Frutilas de Coronda
controla exhaustivamente todas las fases del proceso productivo: desde
las tareas de laboreo del suelo y la seleccion de plantines, hasta el
manejo del cultivo, ajustandolo a los criterios que el protocolo de calidad
exige (Magic, 1999).

Al tener dirigida la atencién directamente al control de los factores
claves que intervienen en la sanidad y en la calidad en toda la cadena
alimentaria, el gobierno, el productor, el fabricante y el consumidor del
alimento pueden estar seguros que se alcanzan y se mantienen los

niveles deseados de sanidad y calidad (ICMSF, 1991).

1. 9. 5. Cosecha:

Se efectia manualmente evitando los golpes y el exceso de
manipuleo.

Debido al cardcter altamente perecedero de la frutilla, es

conveniente cosecharlas en las primeras horas de la mafiana. El fruto
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debe estar casi totalmente pigmentado y debe presentar todas sus
cualidades organolépticas, ya que luego de cosechado no aumenta los
azucares ni los sdlidos solubles y el grado de acidez permanece
constante.

En Argentina se cosecha en canastos revestidos de tela, también
suele usarse bandejas plasticas. La perioricidad de las recolecciones
depende de la época, estade del cultivo y lluvias, realizdndose desde
una cosecha semanal al iniciarse la época hasta una diaria en plena

produccién (Vigliola, 1987).

Epoca de cosecha:
La época difiere segun la regién: en Coronda, de fines de Agosto

a mediados de Noviembre.

1. 9. 6. Comercializacién:

La fruta se lleva a galpén donde se embala en cajas de madera
de 3 Kg de capacidad o cajitas de 0,5- 1 Kg

También se utlizan cajas de cartdn corrugade de 300 g de
capacidad y a veces envases plasticos.

La totalidad de la produccién de frutilla de la region, se destina al
mercado interno. La exportacion de productos frescos y elaborados es
poca y en 1998 se enviaron productos congelados con destino a

Holanda, Alemania y Brasil por un total de 800 Ton (Magic, 1999).
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1. 9. 6. Fuentes de contaminacion:

Debido a la forma que las frutillas tienen y su desarrolio muy
préxime al suelo, son faciles de contaminar con tierra y esporas fungicas
(Pitt, 1997, Beuchat, 1986). Ademas son susceptibles al ataque de
insectos, roedores y contaminacion fecal de animales mayores. Esto
implica un riesgo potencial de gérmenes patdgenos entéricos ya que
parte de la cosecha se consume cruda (ICMSF, 1891).

Las ascosporas fingicas, una vez formadas pueden permanecer
en estado latente por meses y alin afios en los recipientes y equipos
utilizados para su cosecha, transporte y procesamiento (Beuchat, 1986;
Samson, 1992).

La frutilla posee una piel muy fina que se rompe con facilidad y
una pulpa blanda con elevado contenido de humedad, muy susceptible
al aplastamiento y herida. Esta estructura la hace por lo tanto
especialmente vulnerable al dafio mecanico, de forma que la calidad del
fruto cuando llega al consumidor, depende en gran medida del trato
recibido de las distintas etapas por las que puede pasar una vez
recolectada (Olias, 1995).

Las principales alteraciones flingicas son causadas por Bofrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer y Mucor piriformis (Snowdon, 1990) y

ademés por Neosarforya.

La podredumbre gris ¢ Sotrytis:
Es la enfermedad mas seria y més frecuente. El tejide afectado
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adquiere un color rosa mate a marrén, pudiendo extenderse a todo el
fruto sin desintegracidn y con poca exudacién.

Pasado un tiempo, la lesién exhibe en la superficie del fruto un
micelio blanco que se transforma en gris cuando se produce la
esporulacion (Olias, 1995).

Las pérdidas pueden ser grandes con la diseminacion del hongo

por contacto y forman “nidos” de frutas en descomposicion.

Podredumbre acuosa:

Causada por hongos del género Rhizopus, tales como R.
nigricans y R. stolonifer, que infectan al fruto una vez maduro a través de
las heridas, manifestdndose durante la conservacion y transporte por
ablandamiento del fruto y el caracteristico exudado.

Otra enfermedad de similar sintomatologia estéd causada por el
hongo Mucor piriformis, el cual causa grandes pérdidas en la produccion

de frutilias.

Levaduras:

Son colonizadares normales de las frutillas, estando presentes en
cantidades superiores a 10° UFC/g en macerados de frutas maduras
(Bukagian, 1671}. Producen pérdida de vigor, tamafio menor de la fruta y

decaimiento de la productividad (Vigliola, 1987).
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Neosartorya fischeri:

Es un hongo que crece comunmente en ambientes himedos tales
como suelo, vegetacion putrefacta y desechos organicos donde produce
gran nimero de ascosporas (Raper, 1965). Estas ascosporas
resistentes al calor estdn extensamente distribuidas en el suelo, por lo
que los problemas de contaminaciéon aparecen con frecuencia en
productos que contienen frutas cosechadas del suelo o cerca de él
(Hocking, 1984).

Es importante sefialar que las especies de Neosarforya son

capaces de producir metabolitos secundarios toxicos (Beuchat, 1889).
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto respecto de la
importancia del cultivo de frutilla en la zona de Santa Fe, como asi
también el riesgo que implica la sobrevivencia de ascosporas de
Neosartorya fischeri en productos a base de frutilla, se proponen los

siguientes objetivos.

Objetivos generales

1. Adquirir destreza en la identificacién de cepas flngicas resistentes al
calor contaminantes de alimentos, mediante la observacion de las

caracteristicas macro y microscopicas.

2. Poner a punto técnicas cromatograficas en Capa Delgada y Liquida

para estudiar la presencia de fumitremorgenos A, B, y verruculogeno.

Objetivos especificos

A.investigar la flora fungica resistente al calor en frutillas frescas de la
zona de Coronda y en puipas de frutillas para incorporar a yogur,
previo tratamiento térmico de 80 ° por 15 minutos con especial énfasis

en Neosartorya fischeri,
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B.Estudiar la capacidad productora de fumitremorgenos A, B, y
verruculogeno de las cepas de Neosarforya fischeri, aisladas en el

objetivo A.
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MATERIALES Y METODOS

Il.1. MUESTRAS

Se estudiaron 10 muestras de frutillas frescas y 20 muestras de
pulpa de frutilla envasada para agregar a yogur.

Se trabaj6 con frutillas naturales cosechadas y comercializadas a
granel en la zona de Coronda durante los meses de Setiembre, Octubre,
Noviembre y Diciembre del aflo 1999. Las muestras fueron recogidas-en
recipientes estériles y conservadas hasta el momento de su anélisis a -
18 °C. Los envases conteniendo pulpa de frutilla fueron tomados al azar
de un comercio de la ciudad de Santa Fe durante los meses de Febrero,

Marzo y Abril del afic 2000.

IIl. 2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA

FLORA FUNGICA RESISTENTE AL CALOR

W. 2. 1. Aislamiento:
II. 2. 1. a) Preparacitn de las muestras:

En condiciones de esterilidad, se retiraron los cabos y sépalos de
las frutillas y se trituraron las mismas durante 60 segundos en molinillo a
cuchillas, esterilizado con alcohol etilico 70:30 hasta la formacién de un

puré.
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Il. 2. 1. b) Proceso térmico:

Se tomaron tres alicuotas de 100 g de frutillas trituradas. Se
realizd un tratamiento térmico de 80 °C durante 15 minutos (Samson,
1992), en un bafic maria dejandose alcanzar la temperatura deseada,
con agitacién permanente de la muestra para asegurar la difusion
térmicd. Luego se enfriaron rapidamente a 50 °C en bafio de agua
helada.

Se realizd este tratamiento térmico porque en estudios anteriores
se observd que a esta temperatura se consigue muy buena activacién
de las ascosporas de Neosartorya fischeri, principal moho resistente al
calor aislado de frutillas frescas, y se consigue eliminar los mohos no
termorresistentes. Con este tratamiento se logra una recuperacion del
50 % en el medio MEA (Extracto de Malta Agar) y del 25 % en DRBC

(Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol) (Vicenzini, 1999).

Il. 2. 1. ) Slembra:

La pulpa se mezcid 1:1 con tres medios de cultivo diferentes,
todos ellos doble concentracién (Samson, 19892).

Los medios utilizados fueron MEA (Extracto de Malta Agar), PDA
(Papa Dextrosa Agar), ambos con agregado de cloranfenicol (100 mg/l) y
DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol). Los medios MEA y
PDA con antibiético se recomiendan para el aislamiento de hongos

resistentes al calor (Pitt, 1997; Hocking, 1992).
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El medio DRBC se utilizé ya que este medio con agregado de
inhibider de desarrollo no es un obstaculo para la recuperacién de

hongos resistentes al calor (Vicenzini, 1999).

I, 2. 1, d) Incubacién:

Las cajas de Petri se introdujeron en bolsas de polietileno para
prevenir la evaporacion y se incubaron durante 30 dias a 26 - 28 °C.

Se observaron periodicamente fas cajas para detectar el

desarrollo de nuevas colonias (Pitt, 1997).

II. 2. 1. e) Aislamiento:

Se realizd con el objeto de obtener cuitivos puros, libres de
contaminacion y listos para la identificacion (Pitt, 1997).

Las distintas colonias encontradas con apariencia de N. fischeri
fueron aisladas por inoculacién, con aguja fina a pariir de pequeiios
trozos de hifas o esporas en el centro de tubos estrias conteniendo
MEA, PDA 6 DRBC. La pureza de las colonias fue constatada por la
uniformidad en la apariencia de las mismas luego de la incubacién en
placas de MEA, PDA y DRBC a 26 - 28 °C.

Las colonias que resultaron estar puras, fueron mantenidas en los

tubos estrias a temperatura 5 °C hasta el momento de su identificacion.
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Il. 2. 1. f) Esquema_utilizado:

= -
100g
Muestra: Calentar la pulpa Enfriar la pulpa
frutillas en bafio Marfa a en bafio de agua
sin cabo T controlada con helada hasta 50°C
trituradas agitacién

100 mi de medio
de cultivo doble — -~
concentracion

Mezclar ia pulpa |
1:1 con el medio b
de cultivo

Distribuir en placas de Petri

——— Incubar 30 dias a 28°C

Vincenzini, A. 2000
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ar al ur:

Se trabaj6 con pulpa de frutillas de una marca conocida que se
vende en el mercado junto con el yogur y para incorporar al mismo y que

contiene los siguientes ingredientes:

* frutilla entera

* jarabe a base de fructosa, dextrosa y maltosa
* sorbato de potasio

* aromatizante artificial de fantasia frutilla

* colorante: amaranto y rojo punzé

Se siguit la misma metodologia que para frutillas frescas.

II. 2. 3. [dentificacion:
La identificacién de hongos resistentes al calor, se llevd a cabo
segun Pitt y Hocking, 1987 y bibliografia accesoria (Klich, 1984 y Pitt,

1981).

Se realizaron:

a) Observaciones 6ple de las ias en MEA, PDA y
DRBC.
Las caracteristicas de las mismas se observaron bsjo un

estereomicroscopio.
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Se tuvo en cuenta:

color de las conidias

color del micelio

exudado

pigmento soluble

reverso

presencia o no de teleomorfo

b) Observaciones microscoépicas: se llevd a cabo la observacién de
las estructuras caracteristicas de los distintos géneros y especies.

Para ello se realizé un montaje himedo sobre una gota de acido
lactico y en los casos que fue necesario se colored con azul de algodén
o colorante de gliegiien

Se observé en microscopio optico Zeiss, utilizandose los objetivos

de la siguiente manera:

10 X estructura de fructificacion
40 X detalles

100 X textura y ornamentacion de esporas
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Tabla N° 2
Caracteristicas microscopicas de géneros teleomorfos

correspondiente a Aspergillus

Género Metula Cleistotecio | Ascosporas | Células de
Hillle

Emericella Presente Blanco Plrpura Presente
Eurotium Ausente Amarillo Amarillas Ausente
§Aq,|sgmg |- Blanco - : Incolords Ausente

TablaN° 3

Caracteristicas microscopicas de géneros teleomorfos

correspondiente a Penicillium

Género Caracteristicas

Eupenicilium Ascos dentro de un cleistotecio

Talaromyces Ascos dentro de un gymnotecio
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1l. 3. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD TOXICOGENICA
DE N. fischeri AISLADOS DE FRUTILLAS Y

CULTIVADOS EN ARROZ

Los métodos para estudiar la capacidad de una cepa para
preducir micotoxinas en general, se basan en la produccién de la toxina
sobre un sustrato adecuado sélido o liquido, luego se extrae la toxina
con un solvente orgénico, en algunos casos seguido de un
procedimiento de purificacién y finalmente la solucidn de micotoxinas se
concentra y se detecta por Cromatografia en Capa Delgada (TLC) o

Cromatografia Liquida (HPLC).

1. 3. 1. Producci6n v extraccién de la toxina:

Se pesaron 100 g de arroz integral con 25 % de agua. Se
colocaron en un erlenmeyer de 250 mi y se esterilizé a 121 °C durante
20 minutos.

Se sembré luego con un cultive de Neosarforya fischeri
desarrollado en caja de petri con los medios MEA, PDA y DRBC (Punto
.2 1. e).

En las fotos que se muestran a continuacién, se observan los
granos de arroz integral estériles (foto N° 1) y los granos de arroz
integral luego de ser inoculados con N. fischen e incubados por 1 mes

a 26 - 28 °C (foto N° 2).
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Foto N° 1 Foto N° 2

+ Produccién de la toxina:
Los aislados de N. fischeri se cultivaron en este erlenmeyer

durante un mes a 26 - 28 °C (Jiang, 1996)

+ Extraccién de la toxina:

La extraccion de la toxina se realizd con cloroformo durante una
hora en agitador mecénico Se utilizd un volumen de cloroformo que
cubriera todo el cultivo de arroz.

Posteriormente se procedio a la filtracién por papel de filtro
Wathman N° 1 y concentracién hasta el 50 % de su volumen en un
rotavapor marca Bichi RE 111 a 70 °C

Los extractos se colocaron en frascos color caramelo y se

conservaron en heladera hasta su estudio posterior.
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II. 3. 2. Estandares utilizados:
¥» Fumitremorgeno A: de pureza desconocida.
> Fumitremorgeno B: de pureza desconocida
Los Fumitremorgenos A y B fueron deonados gentilmente por el Dr.
Haruhiro Fujimoto de Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chiba

University, Japon.

» Verruculogeno: 85 % de pureza, marca SIGMA.

Il. 3. 3. Determinacién de las toxinas por Cromatografia en Capa
Delgada (TLC}:

o Desarrollo de las placas:

Se utilizé el método de desarrolio unidimensional ascendente.

IL 3. 3. a) Deteccién de Fumitremorgeno A:

Preparacién del estandar:
1,5 mg de toxina
4
Disolucién en 2 mi de cloroformo
U
Distribucién

en 10 frascos (0,15 mg/frasco)
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4
Secado con corriente

de nitrégeno

Se conservaron en freezer hasta su uso.
Cada frasco con 0,15 mg de toxina se disolvié en 1 mi de cloroformo y

se sembraron por placa: 1,5 pg y 3,0 g respectivamente.

Se utilizaron dos sistemas de solventes:

Sistema A: Cloroformo - Acetona (93:7 viv)

Sistema B: Tolueno - Acetato de Etilo - Acido Formico (5:4:1 viviv)
Adsorbente: Silica Gel 60 (Cromatofolios 25 DC Aufolien 20 x20 cm

Marca Merck).

RfA: 0,30

RfB: 0,65

Deteccién: mancha azul grisacea a la luz visible o mostaza bajo luz UV
(254 nm), desarrollada inmediatamente después de pulverizar con Acido

sulfiirico etandlico al 50 % (v/v) (Cole, 1981).

Il 3. 3. b) Deteccién de Fumitremorgeno B:
Preparacion dei estandar:
1.5 mg de toxina
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)
Disolucién en 2 ml de metanol
U
Distribucion
en 10 frascos (0,15 mg/frasco)
4
Secado con corriente

de nitrégeno

Se conservaron en freezer hasta su uso.
Cada frasco con 0,15 mgftoxina se disolvié en 1 ml de metanol y se

sembraron por placa: 1,5 ug v 3,0 ug respectivamente.

Se utilizaron dos sistemas de solventes:

Sistema A: Dietil Eter

Sistema B: Acetona - Clorurc de metileno (5:95 v/v)

Adsorbente: Silica Gel 80 (Cromatofelios 25 DC Aufolien 20 x20 cm

Marca Merck).

RfA: 0,67

RfB: 0,38

Deteccion: mancha azul brillante fluorescente bajo luz UV (254 nm),

desarrollada inmediatamente después de rociar con solucién

L. Lawna Hoomi Fossin 83



MATERIALES Y METODOS

etandlica de AIC!; (20 % piv) y calentar por 10 minutos a 100 °C (Cole,

1981).

11. 3. 3. ¢) Deteccién de Verruculogeno:
Preparacion del estandar:
1 mg de toxina
4
Disolucién en 1 ml de cloroformo
]
Distribucion
en 5 frascos (0,20 mg/frasco)
4
Secado con corriente

de nitrdgenc

Se conservaron en freezer hasta su uso.
Cada frasco con 0,20 mg de toxina se disolvié en 1 ml de cloroformo y

se sembraron por placa: 2 ug y 4 pg.

utilizaron dos sistemas de solventes:
Sistema A: Cloroformo - Acetona (93:7 v/v)
Sisterna B: Tolueno - Acetato de Efilo - Acido Formico (5:4:1 viviv)
Adsorbente: Silica Gel 60 (Cromatofalios 25 DC Aufolien 20 x20 cm

Marca Merck).
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RfA: 0,30

RfB: 0,65

Deteccién: mancha azul grisécea a la luz visible o mostaza bajo luz UV
(254 nm), desarrollada inmediatamente después de pulverizar con Acido
sulfirico etandlico al 50 % (v/v) (Cole, 1981).

El Rf y el color de Fumitremorgenc A son idénticos al Verruculogeno en

las mismas condiciones cromatograficas.

Otros sistemas de solventes:

Sistemna A: Dietil eter
Sistema B: Acetona - Cloruro de metileno (5:95 viv)
Adsorbente: Silica Gel 80 (Cromatofolios 25 DC Aufolien 20 x20 cm

Marca Merck}.

RfA: 0,63

RfB: 0,46

Deteccién: mancha verde azulada fluorescente bajo luz UV (254 nm),
desarrollada inmediatamente después de rociar con solucién etandlica
de AICl; (20 % pl/v) y calentar por 10 minutos a 100 °C (Schroeder,
1975).

La ventaja de este sistema de solvente es la de diferenciar el
Verruculogeno de Fumitremorgeno A, ya que con el sistema de solvente

anterior el colar de las manchas de ambas toxinas es idéntico.

Lo, Lawna Wsemi Frisda 85



MATERIALES Y METODOS

1. 3. 3. d) Comparacién de las propiedades de Fumitremorgeno A
FTA), Fum| no B (FTI 2

En la tabla que se detalla a continuacién, se observan los valores
de Rf de los patrones (FTA, FTB y V) en los distintos sistemas de

solvente segun los datos de la bibliografia.

Tabla N° 4:
Tipo de
comparacién y FTA FTB v
parémetro
Rf (a) 0,30 _ 0,30
Rf(b) o 0,38 0,48
Rf(c) = 0,67 0,63
Rf{(d) @ 065
Fotodescomposi-
cién () Si Si si
Mancha azul
verdosa (g) = Si _
Referencias:

(a): Silicagel, cloroformo - acetona (93:7 v/v)

{b): Silicagel, acetona - cloruro de metileno (5:95 viv)
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(c): Silicagel, eter etilico (100 % viv)

(d): Silicagel, tolueno - acetato de etilo - acido formico (5:4:1 viviv)

(e): Con sprayado de solucidon etandlica de AICIa (20 % phv) y
calentamiento por 10 minutos a 100 °C.

(f): Ultravioleta, 254 nm

{g): Con sprayado de solucion etandlica de H2S04 (50 % viv)

11. 3.3. e) Siembra del extracto cloroférmico:

Se sembraron 10ul y 20 wi del clorg i j y 1 cm

de separacién entre cada siembra.

Se sembrd segin el siguiente esquema:

1: Patrén 10 pl
2: Muestra 10 pl
3: Muestra 20 pl

4: Muestra 10 pl + 10 ul de patrén

Las placas se observaron bajo luz UV (254 nm). Se utilizé un
gabinete de UV de alta y baja frecuencia marca Chromato - UVE, ultra

violeta, Products, Inc.

Leo. Lawea Nsemi Feitsdn 87



sterilizacion de los granos

de arroz

(15 minutos a 1 atm.)
U

inoculacién con N. fischeri

)

Incubacién

(28 °C - 1 mes)
4

Extraccién con cloroformo

(1 hora - 28 °C - agitacién)
4

Filtracién y concentracion (50 %)
U

Siembra del extracto cloroférmi

4

Desarrollo de la placa
en el sistema de solvente

U
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IEveiado de la placal

4

| Deteccidn y observacién al UV|

II. 3. 3. g) Ensayo de recuperacién:

Se realizaron ensayos de recuperacién para los Fumitremorgenos

Ay By Verruculogeno.

/N

100 g arroz con

N. fischeri (1 mes - 26 - 28 °C)

» Sembrar 20 pl de patrén
Extraccién y concentracion (Punto 11.3.1.)

» Cromatografia en Capa Delgada (TLC)

Se comprobd que la recuperacién era del 90 % por observacién

visual de la mancha.
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. 3. 4. Determinas de la

(HPLC):
a Pue unto de la_metodols ra_es I i
xicogéni n llas natural

Il. 3. 4. a) Equipo:
Cromatografo liquido: Konik 500

Il. 3. 4. b) Descripclén:
- Reservorio de solventes: reservorios de vidrio con tapa a rosca de
teflén de un litro de capacidad.

- Sistema de desgasificacién: burbujeo de helio de alta pureza.

II. 3. 4. ¢) Vaivul la: tipe cuaternaria, rango de trabajo entre 1 -
100 %.

ii. 3. 4. d) Bomba: tipo reciprocante de dos pistones alternativos que

permite disminuir los pulsos generados en la admisién y expulsion.
Sistema automético de purga y autolavado controlado por el
microprocesador,

- Caudal de trabajo: 10 microlitros/min - 5 ml/min.

- Presion de trabajo: 0 - 400 atmaosferas.

II. 3. 4. e) Sistema de inyeccion: vélvula de seis vias.

- Volumen de inyeccién: loop de carga de 20 microlitros.
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II. 3. 4. f) Columna: Phenomenex RP ODS 250 mm x 4,6 mm.

1l. 3. 4. g) Detector: Konik 200 UV.

- Longitud de onda variabie: 190 - 380 nm.

- Ladmpara: deuterio

- Ancho de banda: 6 nm.

- Ajuste de cero: auto - cero.

- Rango AUFS: 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,02; 0,01; 0,005; 0,002; 0,001;

0,0005.

IL. 3. 4. h) Microprocesador: control de:

Presién

Temperatura

Caudal

Proporcion de la mezcla
Corte por presién

Gradiente de solventes

Il. 3. 4. i) Integrador: Spectra Physics.
Control de:

Atenuacion

Velocidad de carta

Integracidn y altura de areas

Tiempo de retencién
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Auto cero.

II. 3. 4. ]) Reactivos: calidad HPLC
Metanol
Acetonitriio

Agua

Il. 3. 5. Preparacion de las soluciones estandares:

I, 3. 5. a) Preparacién de Fumitremorgeno A:

Partiendo del frasco que tenia 0,15 mg ( Punto Il. 3. 3. a)), se
disolvié en 200 pl de dimetilsulfoxide,
Estandar de 5 ppm: tomo 30 pl de la solucién madre y la lleve a 1 mi

con acetonitrilo.

Il. 3. 5. b) Prep i6n de F geno B:

Partiendo del frasco que tenia 0,15 mg ( Punto ll. 3. 3. b)), se disolvié
en 1 mi de metanol.

Estandar de 5 ppm: tomo 30 pl de la solucion madre y la llevo a 1 ml

con acetonitrilo.

il. 3.6.c)Pr ion de Vi log

Partiendo del frasco que tenia 0,20 mg ( Punto Il. 3. 3. ¢)), se disolvié

en 1 ml de acetona.
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Estandar de 10 ppm: tomo 10 ul de la solucién madre y la llevo a 1 ml

con acetonitrilo.

Todos los solventes usados, fueron grado HPLC.

Se trabajd sobre los siguientes parametros para determinar las

condiciones dptimas de trabajo:

Fase estacionaria: se trabajé con una columna C18 fase reversa.
Fase moévil

Longitud de onda

Temperatura: este no es un factor determinante en la separacion en la
cromatografia liquida, por lo que la adopcién de la misma sdlo
obedece a valores que permiten favorecer la vida Util de la columna.
Caudal: este pardmetro influye en el tiempo de retencion del analito.

Para flujos menores a 1 mlmin, el tiempo de retencién aumenta

consi nente, permitiende el ensanchamiento de los picos,
disminuyendo la resolucion y aumentando el tiempo de anélisis
innecesariamente.

Para flujos mayores a 1 ml/min, el tiempo de retencién es menor pero
esto hace que la presidn interna de la columna aumente con
posibilidades de compactar la fase estacionaria y disminuir la vida Gtil

de la misma.
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Il. 3. 6. Preparacién y purificacién de los extractos cloroférmicos:
It, 3. 6, a) Tratamiento previo

El procedimiento de extraccién del compuesto a analizar de la
matriz que lo contiene suele ser complejo.

Los extractos cloroférmicos (obtenidos como en punto Ii. 3. 1.) se
purificaron para el andlisis por HPLC. Para ello, los extractos crudos se
pasaron por una columna rellena de silicagel de 7 mm de diametro y 15
cm de longitud. Luego se diluyd con acetonitrilo. Se filtré por membrana
de 0,2 micrones para evitar que las particulas ingresen al equipo y lo
dafien y se inyectd en el equipo de HPLC.

Cromatograma N° 0
Debido a que los extractos asi obtenidos se encontraban muy

impuros, se debi6 realizar una purificacion mejor.

II. 3. 6. b) Purificacion de los extractos:

Para obtener los extractos lo mas puros posible, se realizé una
cromatografia en placa (TLC), con el sistema de solvente adecuado para
cada toxina, sembrando en la placa el patrén de cada toxina y los
extractos pesitivos por triplicado.

Luego de terminada la corrida cromatogréfica, se reveld
solamente el patrén y se rasparon las manchas cuyo Rf era igual al del
patron. Se colocé en un tubo y luego se disolvié en el solvente adecuado
para cada toxina. Se aplicé 10 minutos ultrasonido y se filtré por jeringa
con filtro de 0,2 micrones para luego ser inyectada en el equipo de

HPLC.
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Mancha
[ raspada

Adicion de
1 mide
acetonitrilo

+ Fumitremorgeno B:
Mancha
raspada

U

Adicion de

1mide
dimetilsulféxido
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Resuspensién
de

S0puleniml
de acetonitrilo

U
Inyeccién
en el HPLC
{70 )

" .

Mancha
raspada

Adicion de
1mlde
acetona

4
10 min.
ultrasonido
Filtracién
(fitro 0.2
micrs

4

Resuspension de
10 ! en 1 mide
acetonitrilo)

U

Inyectar en el
HPLC (70 L)
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Il. 4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD TOXICOGENICA
DE N. fischeri AISLADAS DE FRUTILLAS Y

CULTIVADAS EN FRUTILLAS

Para observar lo gue ocurria sobre las frutillas naturales, se

realizo la siguiel iencia:

BLANCO

/N

100 g frutillas frescas (esteriliz.: 15 min. - 1 atm.)

MUESTRA INOCULADA
CON CEPA TOXICOGENICA

i

100 g frutillas frescas

(esteriliz.: 15 min. -1 atm.)

Enfriado
Inoculacion con ascosporas de N, fischeri

Incubacién a 26 - 28 °C - 1 mes

¥ & & 8

Extraccion y concentracion al 50 % (Flujo Punto II. 3. 1.)
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L3 Cromatografia Capa Delgada (TLC)

Cada toxina se corrié con su sistema de solvente (Punto II. 3. 3. &), b), y

q)).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1Il. IDENTIFICACION DE LA FLORA FUNGICA

RESISTENTE AL CALOR

Hi. 1. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas:

Todos los hongos aislados fueron Ascomycetes, cuyas
ascosporas mostraron elevada resistencia al calor a excepcion de
Arthrinium phaeospermun, el cual es un Hiphomycete que posee

conidias con propiedades termorresi: (Anon, 1967).

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos
aislades de cada una de las especies encontradas en frutillas frescas

fueron las siguientes:

HL.1. 1. a} Byssochlamys nivea:

Caracteristicas macroscopicas:
Medio MEA:

Color del micelio: Blance

Color de las conidias: no se observa
Exudado: transparente

Pigmento soluble: ausente

Reverso de {a colonia: marrén palido

Medio PDA:
Color del micelio: Blanco cremoso
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Color de las conidias: no se observa
Exudado: transparente
Pigmento soluble: ausente

Reverso de la colonia: marrdn pélido

Medio DRBC:

Color del micelio: Blanco

Color de las conidias: no se observa
Exudado: transparente

Pigmento soluble: ausente

Reverso de la colonia: rosa palido
Teleomorfo: nidos de hifas
Esclerocio: ausente

Ci i dpicas:

Pincel: esparcido

Teleomorfo: ascas sueltas, adheridas a hifas, sin ascocarpo
Fialide: cilindrica

Conidias: elipsoidales

Aleuroconidias: periformes

Ascas: subesféricas incoloras

Ascosporas: elipsoidales
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1. b) Neosartorya fischeri:

Caracterlsticas macroscopicas:
Medio M

Color del micelio: Blanco

Color de las conidias: gris verdoso
Exudado: transparente

Pigmento soluble: ausente

Reverso de la colonia: gris palido a crema

Medio PDA:

Color del micelio: Blanco

Color de las conidias: no se cbserva
Exudado: transparente

Pigmento soluble: ausente
Reverso de |a colonia: crema palido

Medio DRBC:

Color del micelio: Blanco

Color de las conidias: no se observa

Exudado: transparente

Pigmento soluble: ausente

Reverso de |a colonia: rosa pélido

Teleomorfo: abundantes cleistotecios blancos en medio MEA
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Esclerocio: ausente

Caracteristicas microscopi

Aspergillus: uniseriado, radial a columnar con dos tercios del érea fértil

Vesicula: piriforme

Fialide: con cuello, incolora

Conidias: esféricas

Cleistotecios: globosos, blancos

Ascas: subesféricas incoloras

Ascocarpo: lenticular con dos crestas ecuatoriales

ligeramente rugosas.

1.1, c) Arthrinium phaeospermun:

Caracteristicas macroscopicas:
Medio MEA:

Color del micelio: blanco

Color de las conidias: marrén
Exudado: ausente

Pigmento soluble: ausente
Reverso de la colonia: marén oscuro

Medio PDA;
Color del micelio: blanco

incoloras,
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Color de las conidias: marrén
Exudado: ausente
Pigmento soluble: ausente

Reverso de |a colonia: marrén oscuro

Medio DRBC:

Color del micelio: blanco
Color de |as conidias: marron
Exudado: ausente

Pigmento soluble: ausente

Reverso de la colonia: rosa amarronado

Caracteristicas microscépicas:

Conididfaro: corto, sinuoso

Célula conidiégena: integrada, terminal o intercalar, denticulada
Conidias: circulares a elipsoidales con hendidura longitudinal hialina,

color pardo, textura lisa, disposicion solitaria

Debido al chogue térmico que se realizé a las muestras séio se

aislaron estos 3 géneros.
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lll. 2. MICROFOTOGRAFIAS DE GENEROS Y

ESPECIES DE MOHOS RESISTENTES AL CALOR

Referencias:

Foto N° 1: Conidias de Arthrinium phaeospermun (100X)

Foto N° 2: Ascas y ascosporas de Byssochlamys nivea (100x)

Foto N° 3: Ascas y ascosporas de Byssochlamys nivea (40x)

Foto N° 4: Cleistotecios y ascosporas de Neosartorya fischeri (40x)

Foto N° 5: Ascosporas de Neosartorya fischeri (100x)

Foto N° 1
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Foto N° 2

Foto N° 3
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Foto N° 4

Foto N° 5
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Con el tratamiento de 80 °C por 15 minutos, se obtuvieron hongos
en forma variable en los distintos medios de cultivo (MEA, PDA, DRBC),
pero el medio MEA fue el medio donde se obtuvo mayor porcentaje de

cepas de N. fischeri (Tabla N° 5).

Algunos autores afirman que N. Fischeri ha sido reportada sélo
raramente en alimentos que no han sido tratados por calor o procesados

(Spotti, 1992).

(tratamiento 80 °C - 15 minutos)

Especies Frecuencia relativa porcentual
MEA PDA DRBC
B. nivea 364 20 36,8

A. phaeospermun 9,1 ) 36 421

Es notable la condicion de calentamiento que pueden soportar las
conidias del género A. phaeospermun presente en las frutillas junto a los

demas géneros Ascomycetes (Vicenzini, 1999)
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lil. 3. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE N. fischeri EN

FRUTILLAS PARA AGREGAR AL YOGUR

Las muestras analizadas, mostraron ausencia de mohos
termorresistentes. Estos hallazgos estarian indicando que el
acondicionamiento y tratamiento de las frutilas por parte de las
empresas elaboradoras es presuntivamente satisfactorio. Si bien seria
conveniente continuar el estudio de las mismas. Asi mismo deberia
encararse el estudio de la presencia de N. fischeri en estos productos

elaborados.

ll. 4. DETERMINACION DE LAS TOXINAS POR

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (TLC)

A los extractos obtenidos anteriormente (punto Il. 3. 1.), se les
efectio TLC para evaluar la capacidad toxicogénica.

En este trabajo se utilizé arroz para producir la toxina, mientras
que otros autores utilizan trigo molido y extracto de levadura (Cole,
1972), otros desarrollan el hongo productor de la toxina sobre maiz

partido (Schroeder, 1975) y otros sobre avena {Gallagher, 1977).

En las Tablas B, 7, y 8, se detallan los resultados obtenidos para

evaluar la produccién en arroz de Fumitremorgenos Ay B (FTA, FTB) y
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Verruculogeno (V) en aislados de N. fischeri aisladas a partir de los
medios de cultivo MEA (M), PDA (P) y DRBC (D).

TablaN’G:
Presencia de Fumitremorgenos y Verruculogeno en los
extractos cloroférmicos
Extractos| FTA FTB v
M1 ] 3] 6
M2 3] 3] %]
M3 5] o] 9]
M4 * *) )
M5 ) *) )
M6 [S] (O] )
M7 (V] 0] (o]
M8 3] ] *)
Mo ) © (0]
M10 ) © 6
M11 ) S} )
M2 Q)] *) )
M13 ) 9] o]
M14 3] [3] 3]
M15 ©) ) )
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Extractos| FTA FTB v
M16 S ) o]
M17 ) *) )
M18 ) ) )
Mi9 ) ) )
M20 ) ) (+)
M21 [&] (+) *
M22 © ] (¢]
M23 ¢ (5] (o}
M24 (0] (0] (o}

M: Extractos cobtenidos a partir de aislados de N. fischeri de frutillas
naturaies en MEA doble concentracién y cultivados en arroz integral (1

mes a 28 °C).

En este medio MEA doble concentracién, se obtuvo mayor
proporcién de extractos productores de toxinas. Algunas de estos
extractos produjeron las 3 toxinas en forma variable.

Los extractos M4 y M8 fueron los Unicos que produjeron FTA,
FTB y V; mientras que los extractos M12 y M21 solo produjeron FTBy V.

Los extractes M5 y M17 solo fueron productores de FTB; a

diferencia de los extractos M11 y M20 que solo produjeron V.
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TablaN°7 :
Presencia de Fumitremorgenos y Verruculogeno en los
extractos cloroférmicos
Extractos FTA FTB v
P ) 0 e
P2 *) 9] Q]
P3 0] 9] (0]
P4 +) ) (&)
P5 ) © o]
P8 0} (] (o}
P7 (0} 0} )
P8 ) ) =)
Pe ) 0} )
P10 ) 2} ©)
P11 (0] ) (o]

P: Extractos obtenidos a partir de aislados de N. fischeri de frutillas
naturales en PDA doble concentracién y cultivados en arroz integral (1
mes a 28 °C).

A pesar de que en este medio se obtuvo un gran numero de
aislades de N. fischeri, los mismos solamente fueron productores de

FTA, como lo indica la Tabla N° 7, los extractos P1, P2, y P4,
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Tabla N°8 :
Presencia de Fumitremorgenos y Verrucul
extractos cloroférmicos

Extractos | FTA FTB v

D1 v} 0} 0}

D2 (0] © ©

D3 ™ 3 0

D4 * (o} (o}

D: Extractos obtenidos a partir de aislados de N. fischeri de frutillas
naturales en DRBC doble concentracién y cultivados en arroz integral {1
mes a 28 °C).

En este medio se obtuvieron muy pocos aislados de N. fischeri.
Los extractos contenian solamente FTA (extractos D3 y D4), y no hubo

presencia de FTB ni V.

Mientras que ofros autores desarrollan ias corridas sobre placas
de silicagel conteniendo un aditivo fluorescente (Patterson, 1979), en
este trabajo se usaron placas de silicagel que luego se revelaron y

observaron al UV,
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ll. 5. DETERMINACION DE LAS TOXINAS POR

CROMATOGRAFIA LiQUIDA (HPLC)

En la Tabla N° 9 se pueden observar los distintos pardmetros

sobre los que se frabajd para obtener las condiciones oéptimas para

Verruculogeno.

Tabla N° 8:

Optimizacién d

deteccién de Verruculogeno

ondiciones de trabajo para la

Cromatograma | A | Caudal | Atenuacién | Sensib. | Vel. de Fase movil
Ne () | (miimin.) carta | lsocritica Gradients
1 230 1 32 a5 026 o Acatonitrila-Agua
De 20% a 90% en
& min,
2 230 1 2 05 a5 = Acelonitrile-Agua
De 40% a 80% en
11 min.
3 230 1 32 02 05 = Acetonitriio-Agua
De 40% a 82% en
10 min,
4 254 1 32 02 025 - Acelonitrilo-Agua
De 30% a 80% en
22 min.
5 254 T 28 02 0.25 = Acatoniio-Agua
De 10% a 50% en
20 min.
[3 254 1 128 02 025 | Acetonitrilo- o
Agua (50%-
50%)

Lie. Lawna Hoemi Frdsin
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Continuacién Tabla N° 8
T 264 1 84 02 0.25 | Acetonitrilo- ~
Aqgua (50%-
50%)
8 230 15 64 02 0,25 | Acetonitrilo- .
Agua (25%-
75%)
9 230 1 2 02 025 = Acetonitrilo-Agua
De 20% a 80% en
18 min.
10 230 1 2 0.2 025 = Acetonitriio-Agua
De 20% a 80% en
24 min.
1" 254 1 B84 02 0.26 e Acetonitrilo-Agua
De 10% a 50% en
20 min.
12 230 1 64 o1 025 - Acetonitrila-Agua
De 40% a 82% en
10 min.
13 254 2 32 05 025 - Acstonitrilo-Agua
De 10% a 90% en
40 min.
14 254 1 128 02 025 I Acetonitrilo-Agua
De 10% a 30% en
16 min.
15 254 1 128 0.2 025 | Acetonitrilo- =
Agua (15%-
85%)
16 254 1 128 02 025 | Acetonitrilo- )
Agua (10%-
80%)
17 254 1 128 02 0.26 | Acetonitrilo- S
Agua
(6%-85%)
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Continuacién Tabla N° 8
™18 | 2 | o8 28 02 | 025 |Acetonitio- =
Agua (15%-
85%)
[ 24 | 08 128 02 | 025 |Acetoniiio- =
Agua (16%-
85%)
Condiciones éptimas:
Fase movil:
Acetonitrilo / Agua (15:85 %)

Caudal: 0,8 mlimin

Columna: RP C18
Temperatura: 35 °C
Detector UV:

Longitud de onda: 254 nm
Sensibilidad (AUFS): 0,2
Integrador;

Velocidad de carta: 0,25 cm/min
Atenuacién: 128

Bajo estas condiciones dptimas, se corrieron luego las muestras.

Se probaron distintas longitudes de onda: 230 nm (cromatogramas
N°: 1,2, 3, 8,9, 10, 12) y 254 nm (cromatogramas N°: 4, 5, 6, 7, 11, 13,
14, 15, 18, 17, 18, 19) (ver los cromatogramas en el Anexo). Se optd por

254 nm ya que a esa longitud de onda se obtuvo mayor sensibilidad
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cromatografica como lo muestra el cromatograma N° 19. Se probaron
distintos caudales: 0,8 mlU/min. (cromatogramas N% 18, 19); 1 ml/min
{cromatogramas N°:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17); 1,5
mblmin. (cromatograma N°8) y 2 ml/min. (cromatograma N®:13)(ver
cromatogramas en el Anexo), obteniéndose los mejores resultados a 0,8
ml/min. ya que 1,5 y 2 mi/min. fueron caudales muy elevados.

Las corridas isocraticas resolvieron bien los picos (cromatogramas
N°: 6, 7, B, 15, 16, 17, 18,19), no asi las corridas cromatograficas con
gradiente de fase mévil (cromatogramas N° 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11, 12, 13,
14)(ver cromatogramas en el Anexo).

La velocidad de la carta, no influye demasiado en el tiempo de
retencién del compuesto. Se probaron las velocidades de 0,25 cm/min.
(cromatogramas N° 1,4, 5,6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19) y 0,5 cm/min. (cromatogramas N° 2, 3)(ver cromatogramas en el
Anexo), pero se optd por 0,25 cm/min, porque en el conjunto de variables
se obtuvo mejor resolucién como lo muestra el cromatograma N° 19.

La atenuacién y sensibilidad se fueron modificando hasta obtener

una sensibilidad cromatogréfica éptima.
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Continuscion Tabla N 10
2 235 ] B4 | 05 | 025 = “Acetoniinlio-Agua
De 10% a 80% an
20 min.
3 780 T 3 T2 | 025 |Acstonitiio- =
Agua (90%-
10%)
ry 254 1 64 | 02 | 025 |Aceloniio- _
Agua (80%-
10%)
3 735 5 572 | 02 | 025 |Acetoniio- =
Agua (70%-
30%)
® 25 5 024 02 | 025 |Acelontiic- =
Agua (70%-
30%)
7 225 15 2048 02 025 | Acatonio- _
Agua (70%-
30%)
8 5 F] 4066 01 | 025 |Acetoniic- =
Agua (70%-
30%)
[] 1 B4 1 025 | Acetonitrilo- -
Agua (70%-
30%)
10 25 1 £ T 025 = Aceloniirio-Agua
De 15% a 80% an
15 min.
1] F3 T £ i 025 = Acetonitiic-Agua
De 15% 4 B0% en
18 min,
1z 235 7 128 T 025 = Acetonliric-Agua
De 15% 2 80% en
15 min.
3 F< 5 28 ] [F3 = Acstonilnic-Agua
De 15% @ 80% en
15 min.
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14 235 15 2 1 025 _ Acatonirilo-Agua
De 16% 8 90% en
15 min.
15 235 15 £ 1 025 = Acatonitric-Agua
Do 15% a 90% on
15 min,
18 230 1 2 T 025 = Acatonitio-Agua
Da 20% a 80% en
8 min.
1w 230 1 32 1 025 = Acetonitrio-Agua
De 20% a 80% en
15 min.
18 230 i 2 01 | 0.25 |Acetoniio =
Agua (50%-
50%)
19 230 1 128 0,1 025 N ‘Aceftonitriio-Agua
De 15% a 80% en
18 min.
20 230 1 64 0.1 025 5 Acelonitriio-Agua
De 15% a 80% en
15 min.
21 230 1 ] 01 | 025 = ‘Aceloniriic-Agua
De 15% a B0% en
15 min.
22 230 7 ) 07 | 03 = "Acetonfrlio-Agua
De 15% a 60% on
15 min.
=) 238 1 128 1 0.25 — ‘Acetonitric-Agus
Do 15% a 80% an
15 min.
Condiciones éptimas:
Fase movil;
Acetonitrilo / Agua ( de 15 % a 80 % en 15 min.)
Caudal: 1 ml/min
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Columna: RP C18
Temperatura: 35 °C

Detector UV:

Longitud de onda: 235 nm
Sensibilidad (AUFS): 1
Integrador:

Velocidad de carta: 0,25 cm/min
Atenuacién: 128

Bajo estas condiciones dptimas, se corrieron luego las muestras.

Se probaron distintas longitudes de onda: 225 nm (cromatogramas
N°: 2, 5,6,7,8,9, 10), 230 nm (cromatogramas N°: 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22), 235 nm (cromatogramas N° 12, 13, 14, 15, 23), 254 nm
(cromatogramas N°: 1, 4, 11) y 280 nm (cromatogramas N° 3). A la
longitud de onda de 254 nm tengo varios picos ya que la mayoria de los
compuestos absorben a esa longitud de onda. Se decidié a trabajar a
235 nm ya que a esa longitud de onda se obtuvo mayor sensibilidad
cromatografica como lo muestra el cromatograma N° 23 (ver los

cromatogramas en el Anexo).

Con respecto al caudal se probaron 1ml/min. (cromatogramas N°
1, 2, 3, 4, 9, 10, 11, 12, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23), 1,5 ml/min.
(cromatogramas N°: 5, 6, 7, 13, 14, 15) y 2 mi/min. (cromatograma N° 8),
pero se optd por 1 mimin. como el éptimo para esta toxina (ver los

cromatogramas en el Anexo).
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Las comidas isccraticas no resolviercn bien los picos

(cromatogramas N° 1, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 18) como lo hicieron las corridas

con gradiente de fase mévil (cromatogramas N°: 2, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

16, 17, 19, 20, 21, 22, 23)(ver los cromatogramas en el Anexo).

La atenuacién y sensibilidad se fueron modificando hasta obtener

una sensibilidad cromatogréfica 6ptima.

Tabla N° 11:
Optimizacién de la: de tral ra la
eteccién morge
Cromatograma | A | Ceudsl | Asnuecion Vol. de Fane movil
N (om} | (mimin.) corta |lsocritica  Gradionts
1 230 T 32 T = ‘Acetoniiriio-Agua
De 20% a 80% en
15 min.
z 230 T 32 035 ~ Acatoniric-Agua
De 20% a 80% en
15 min.
3 230 ] 3z 05 - Acstoniiio-Agua
De 20% a 80% on
16 min,
3 730 T 2 025 | Acetoniirio- =
Agua (50%-
50%)
0 730 i 28 0,25 | Acatonitriio- =
Agua (15%
85%)
3 230 1 128 0.256 | Acetonfirilo- =
Agua (B5%-
18%)
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T 0 7 2 02 | 025 b “Acetoniiio-Agua
Do 20% a 80% en
15 min.
B 50 15 32 1 05 = “Acstonitrio-Agua
De 20% a B0% on
16 min.
[} 730 15 E7] T 05 = Acetoniinio-Agua |
De 20% = 80% en
16 min.
Condiciones éptimas:

Acetonitrilo / Agua ( de15 % a 90 % en 15 min.)
Caudal: 1 ml/min

Columna: RP C18

Temperatura: 35 °C

Detector UV:

Longitud de onda: 230 nm

Sensibilidad (AUFS): 1

Integrador;

Velocidad de carta: 0,25 cm/min

Atenuacién: 128

Bajo estas condiciones dptimas, se corrieron luego las muestras.

La longitud de onda de 230 nm fue la 6ptima como lo muestra el

cromatograma N° 9 (ver cromatogramas en el Anexo).
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Se probaron distinfos caudales de fase mévi: 1 ml/min.
(cromatogramas N°®: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) y 1,5 ml/min. (cromatogramas N°: 8,
9), siendo el de 1,5 mli/min. el mejor para esta toxina.

Las corridas cromategréficas con gradiente resclvieron mejor los
picos (cromatogramas N°: 1, 2, 3, 7, 8, 8) que las corridas isocréticas
(cromatogramas N°: 4, 5, 6).

La velocidad de la carta, no influye demasiado en el tiempo de
retencién del compuesto. Se probaron las velocidades de 0,25 cm/min.
(cromatogramas N°: 2, 4, 5, 6, 7); 0,5 cm/min. (cromatogramas N° 3, 8,
9); y 1 cm/min. (cromatograma N° 1), pero se opté por 0.5 cm/min.
porque en el conjunto de variables se obtuvo mejor resolucién como lo
muestra el cromatograma N° 8 (ver cromatogramas en el Anexo).

La atenuacién y sensibilidad se fuercn modificando hasta obtener

una sensibilidad cromatografica éptima.

Otros autores utilizan un sistema de gradiente para el analisis de
Fumitremorgenos y Verruculogeno donde el solvente A es acetonitrilo y el
solvente B es agua (Frisvad,1987), pero este gradiente no resultd

conveniente en este trabajo.

lil. 5. 1. Extractos cloroférmicos:
Algunos de los extractos cloroférmicos que resultaron positivos
para las diferentes toxinas en Cromatografia en Capa Delgada (Tabla 6, 7

y 8) se corrieron en HPLC bajo las condiciones éptimas para cada toxina
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para confirmar si también eran positivos con esta técnica cromatografica
mucho més sensible.

Se corrié un extracto cloroférmico  sin ningldn tratamiento de
purificacion pero debide a que mostrd demasiados picos se recurrio a
purificario (ver en el Anexo: cromatograma muestra sucia).

Los extractos cloroférmices purificados (Punto Il. 3. 5. b) positivos
en TLC se inyectaron en el cromatdgrafo, corriendo cada toxina en su

optima (cromatc N AL, IV, V, VL VI VL, X X).

También se inyectaron que Y tivos en TLC y

se comprobd que eran negativos también en HPLC.

En la Tabla N® 12 se tran los s obteni para las
diferentes toxinas.
Tabla N°12:
Corridas cromatogréficas en HPLC de los extractos
os en TLC
Extractos cloroférm. v Cromat. FTA Cromat. FTB |Cromat.
(#enTLC Ne Ne Ne
M4 " v 1] | *) X
[ 0] vi ™ ] ) X
| Mz *) vil
: [F] (5] Vi |
D3 T n ==
| D4 B O] v
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Referencias:

V: Verruculogeno

FTA: Fumitremorgeno A
FTB: Fumitremorgeno B

Como se puede observar en la Tabla N°® 12 los extractos positivos
en TLC (Tablas 8, 7 y 8), fueron confirmadas en HPLC. Esto indicaria que
la TLC es un buen método de screening para investigar la produccién de
toxinas por parte de N. fischer .

Los extractos M4 y M8 fueron los unicos que contenian las 3
toxinas.

Resulta importante investigar la presencia de estas toxinas por sus
posibles efectos sobre la salud humana.

Estas toxinas han sido reportadas en ensilados y varias clases de
forrajes (Gremmels, 1991); encontrandose Verruculogeno y FTB ademas
sobre pasturas verdes (Weiser, 1991). Los mismos se utilizan como
alimerito de animales destinados a la produccion de carne y leche, de ahi
la importancia de su investigacién por la posible micotoxicosis secundaria
a la que el hombre esta expuesto. Aunque algunos autores sostienen que
estos compuestos altamente téxicos raramente se han encontrado en

alimentos (Pitt, 1997).
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ll. 6. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD TOXICOGENICA
DE N. fischeri AISLADAS DE FRUTILLAS Y

CULTIVADAS EN FRUTILLAS

Se comprobé gque el hongo crece muy bien sobre el sustrato:
frutillas frescas, pero al realizar las cromatografias en placa delgada
(TLC), se observé que no producian ni Fumitremorgenos A y B ni
Verruculogeno,

‘Cada toxina se corrié con su sistema de solvente (Punto Il. 3. 3. a),

b), y c).

Frutillas con tratamiento térmico conservan ascosporas viables de
N. Fischeri . Se han obtenido aislados con capacidad de producir FTA,
FTB y V en condiciones de laboratorio.

No se ha podido comprobar la produccién de estas toxinas cuando
los aislados toxicogénicos son cultivados en frutilla. Sin embargo la
incorporacion de frutillas contaminadas a productos lacteos y de
pastelerla podria dar lugar en estas nuevas condiciones de sustrato, pH,
aw, posibilidad de produccién de las toxinas antes mencionadas con el

riesgo toxicoldgico que ello implica.
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En base a los resultados obtenidos se puede concluir que:

+ Se logré desarrollar una metodologia analitica rdpida y sencilla por

Cromatografia liquida que permit iar la

pacidad de prod

de Fumitremorgenos A, B y Verruculogeno en cepas de Neosarforya
fischeri.

+ Se constaté en frutillas frescas de la zona de Coronda la presencia de
las especies fiingicas: Bysochlamys nivea, Neosartorya fischeri y
Arthrinium phaeospermun que resisten tratamientos térmicos de
80 °C durante 15 minutos.

+ Los ai per i ala ie Neosartorya fischeri poseen

capacidad para producir Fumitremorgenos A y B y Verruculogeno en
condiciones de laboratorio, algunos de ellos con capacidad para

sintetizar las 3 toxinas simultdneamente.

+ Dicha capacidad toxicogénica no se manifiesta cuando los aislados
son cultivados en frutillas, sin embargo la incorporacion de frutillas
contaminadas con dichos mohos a productos lacteos o de panaderia
podria dar lugar a sintesis de las toxinas con el riesgo toxicolégico que

ello implica.

+ En pulpas de frutillas que se comercializan en el mercado argentino

listas para adicionar a yogur no se observd presencia de mohos
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viables. Si bien el nimero de muestras analizadas al presente no tiene

significacién estadistica.
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Medios de cultivo
= Extracto de Malta Agar (MEA)

Extracto de maita 20g
Peptona 19
Glucosa 20g
Agar 20g
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 11

Disolver los componentes en el agua destilada. Calentar en bafio de agua
a ebullicion hasta disolucién completa. Incorporar finalmente el
cloranfenicol. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

* Diclorén- Rosa de Bengala - Clorangenicol Agar (DRBC)
Peptona 5g

Glucosa 10g

Agar 15g

KHzPO,4 1g

MgS0,47H:0 05g

Cloranfenicol 100 mg

Rosa de Bengala 25mg

Dicloran 2mg

Agua destilada 1t

Disolver los componentes en el agua destilada. Calentar en bafio de agua
a ebullicion hasta disolucién completa. Incorporar finalmente el
clor |, rosade b la y dicloran. Esterilizar en autoclave a 121 °C
por 15 minutos.

= Papa - Dextrosa Agar (PDA)

Infusién de papas

(preparada a partir de 200 g de patata) 4g
Glucosa 20g
Agar 15g
Cloranfenicol 100 mg

Agua destilada 11

Lie, Lasna Vlocui Frisin
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Disolver los componentes en el agua destilada. Calentar en bafio de agua
a ebullicién hasta disolucidn completa. Incorporar finalmente el
cloranfenicol. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

= Medio de arroz para la produccién de toxina

Arroz integral 100g
Agua 25ml

Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Lie. Lawna Nseni Frisin
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