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RESUMEN: E! aislamiento de Neosartorya fischeri a partir de jugos de frutas pasteurizados es frecuente. A la elevada resistencia
térmica de los ascosporos de éste moho se suma su capacidad de producir micotoxinas, por lo cual es importante aislarlo e
identificarlo correctamente.

El objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar variedades de M.fischeri a partir de jugos citricos concentrados. Los métodos
empleados en la identificacion fueron: microscopia electronica de barrido, resistencia térmica de los ascosporos y evaluacion de
la capacidad toxicogénica de las cepas.

Se pudo aislar A, fischeri de los jugos estudiados independientemente del tipo de fruta usado en su elaboracién (naranja,
mandarina, pomelo y limén). En todos los casos las cepas resultaron pertenecer a la variedad glabra, siendo no productoras de
fumitremorgenos A y B, ni de verruculégeno. La misma se caracteriza por elevados tiempos de reduccion decimal (D,,= 116 a 140
minutos y D,; = 4,1 a 4,9 minulos).

Palabras claves: Neosarforya fischen- identificacion- jugos citricos.

SUMMARY: Identification of varielies of Neosarlorya fischeri isolated fron concentrated cltric juices. Sobrero, Maria §.;
Basilico, Maria Z.2; Sanchis, Juan C."; Basilico, Juan C.2. The isolation of Neosartorya fischeri from pasteurized fruit juices is
frequent, Its capacity of producing micotoxins Is added to the high temperature resistance of ascospores of this mould, reason by
which it is important to be able 1o isolate and identify it correctly.

The object of this work was to isolate and identify varisties of Meosartorya fischeri from concentrated citric juices. The methods
we employed in the identification were: ascospore temperature resistance, toxicogenic capacity and scanning electron microscopy.
It was possible to isolate Neosartorya fischeri from juices studied independently of the type of fruit used in it elaboration (orange,
lemon, grapefruit, mandarin). The strains resulted to belong to the glabra variety, not being neither of A and B fumitremorgin nor
of verruculogen producers. They were characterized by high time decimal reduction (D,,= 116 a 140 minutes y D, = 4,12 4,9
minutes).
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Introduccion

Neosartorya fischeri es un moho ampliamente
difundido en suelo y es el agente causal de deterioro
en numerosos alimentos procesados térmicamente
gue contienen frutas. Sus ascosporos han sido re-
portados como responsables del deterioro de frutillas
enlatadas (1-2), frutas de papaya (3), uvas (4), frutas
deterioradas en general, sus productos y los equi-
pos utilizados en su elaboracion (5-6).

Laidentificacion de las variedades de Neosar-
torya es importante para los tecnologos de alimen-
tos por la elevada termoresistencia de sus ascos-
poros y por su potencial toxicidad. El aislamiento de
Neosartorya fischeri a partir de jugos de frutas pas-
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teurizados es frecuente (7-10), por este motivo el
objetivo del presente estudio fue indagar la presen-
cia de este moho en jugos citricos concentrados e
identificar las variedades utilizando tres métodos:
microscopia electronica de barrido, capacidad
toxicogénica y resistencia al calor de los ascosporos.

Materiales y métodos

Muestras: Se utilizaron jugos citricas (naranja,
pomelo, limén y mandarina) concentrados que se
comercializan en el mercado interno de la Repiblica
Argentina. Se procesaron 6 muestras de cada tipo de
jugo.
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Aislamiento e identificacion: Para el aislamien-
to de este moho se siguid la metodologia propuesta
por Pitt, J.I. (11) y para la identificacion de género y
especie se utilizo el manual de Aspergillus de Klinch,
M.A. and Pitt, J.I. (12).

Determinacion de la capacidad toxicogénica
de Neosarlorya fischeri: Se determind la capacidad
de produccion de fumitremorgeno A, B y verrucu-
l6geno de las cepas aisladas en condiciones de la-
boratorio. Se siguio el esquema propuesto por Cole y
Cox (13). Para lo cual se incubaron los 6 aislados
sobre arroz integral estéril durante un mes a 28 °C.
Posteriormente se realiz6 Ia extraccion de las toxi-
nas con cloroformo.

Para la identificacion de las toxinas se empled
la técnica de cromatografia en capa delgada
unidireccional ascendente sobre soporte de silica
gel. Para fumitremorgeno A se utilizo como solvente
tolueno - acetato de etilo — acido formico (5:4:1) (v/
v/v). Para fumitremorgeno B y verrucul6geno acetona
~ cloruro de metileno (5:95) (v/v). El patrén de
verruculégeno empleado pertenecia a la marca
SIGMA con 95% de pureza. En el caso de
fumitremorgeno A y B, fueron donados por el Dr.
Haruhiro Fujimoto de Faculty of Pharmaceutical
Sciences, Chiba University, Japon,

Resistencia de los ascopsporos al calor: Se
siguio la metodologia propuesta por Nielsen and
Samson (14), que basicamente consiste en cultivar
los aislados en agar avena durante 32 dias a 28 °C.
Luego se realiza la cosecha de ascosporos y las
suspensiones obtenidas se diluyen hasta obtener una
concentracion de 10° ascosporos mL - en agua de
peptona 0,1% (p/v).

El ensayo de resistencia al calor se realizé uti-
lizando como vehiculo jugo de manzana recién pre-
parado y esterilizado por filtracion. Se trabajo con
una concentracidn final de 10° mL*'ascosporos de
de jugo. Se trat6 térmicamente a 80, 85 y 90°C, du-
rante diferentes periodos de tiempo (que se prolon-
garon hasta 8 minutos a 90°C y hasta 180 minutos
para 80 y 85°C). Luego los tubos correspondientes
se enfriaron rapidamente y se realizaron diluciones
en agua de peptona 0,1% (p/v). De cada una de las
diluciones se sembraron 0,1 mL, en superficie, en
medio Czapek — extracto de levadura - agar, a pH 3,5
y enriquecido con sacarosa (10 %) (p/v) y rosa de
bengala (20 mg L*"). Luego de laincubacion durante
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6 dias a 28 °C se realizaron los recuentos expresan-
do los resultados en unidades formadoras de colonia
mL" (N). Se realizaron 4 réplicas para cada cepay
cada temperatura, en todos los casos se procedio
por duplicado. El analisis estadistico se realiz6 utili-
zando el programa Statgraphics 3.0.

Para cada aislado se evalud el ajuste de los
resultados al modelo de cinética de primer orden,
por lo cual se graficd el Log del numero de unidades
formadoras de colonias supervivientes vs. el tiem-
po. Se eligieron los tiempos para obtener 2 drdenes
de reduccion en los conteos. En todos los casos, los
resultados se consideraron a partir de los tiempos
donde mostraron franco descenso, ya que este tipo
de curvas presentan desviaciones de la linealidad,
propias de la activacion de los ascosporos por el
choque térmico. Se aplicé el modelo de regresion
lineal para construir las curvas. Se analizaron los
residuos para definir la necesidad de descartar valo-
res y por Ultimo se calcularon los tiempos de reduc-
cion (D) para cada aislado a las tres temperaturas.
Finalmente con los valores de D calculados para
cadareplica a las diferentes temperaturas, se cons-
truyeron las curvas: Log D vs, Temperatura para ob-
tener los valores de z, para cada aislado.

Los valores de los pardmetros D y z de cada
aislado se compararon con los datos bibliograficos
para las diferentes variedades de N. fischeri (14).

Morfologia de las ascosporos a través de
microscopia electronica de barrido: Los aislados se
cultivaron en agar avena durante 32 dias a 28 °C,
hasta madurez de los ascosporos, luego se cortaron
varios trozos del agar de cada uno de los cultivos y
se procedid a su fijacion con glutaraldehido al 6 % en
tampdn de fosfato 0,1 M (v/v). Luego se fijaron con
tetroxido de osmio al 2 % en tampon de fosfato 0,1 M
(v/v), se deshidrataron con etanol y a continuacién
con acetato de isoamilo. Posteriormente las mues-
tras fueron secadas al vacio mediante el Sistema de
Punto Critico (Modelo CPD 030, Bal-Tec, Espania). El
montaje de los trozos de agar asi tratados sobre los
soportes de aluminio se realiz6 con resina epoxiy se
recubrié con oro (sputtering) con el equipo para
metalizacion (Modelo SCD 004, Bal -Tec, Espaiia) a
30mA.

Las muestras fueron luego examinadas en un
microscopio electrénico de barrido (Modelo JSM
6400, JEOL), computarizado y se fotografiaron las
muestras a diferentes aumentos.
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Resultados y discusidn

Se logro aislar Neosartorya fischeri de todos
los tipos de jugos estudiados, con una incidencia de
2/6 para jugos de naranja y mandarina y 1/6 para
limén y pomelo, respectivamente. Con lo cual se
confirma que la metodologia utilizada para su aisla-
miento es adecuada y que dicho moho se puede en-
contrar en este tipo de productos tal como se men-
cion6 anteriormente.

Las cepas aisladas de los diferentes jugos ci-
tricos no revelaron manchas con Rf y color simila-
res a las de los patrones utilizados. Por lo que se
puede concluir que, las variedades de Neosartorya
fischeri presente en los jugos citricos no son produc-
toras de verruculogeno, ni de fumitremorgenos A o
B. Sin embargo podria ser que aun en estas condi-
ciones dptimas de produccion de las micotoxinas, la
concentracion de las mismas haya sido por debajo
del limite de deteccion de las técnicas de TLC. Los
datos de metabolitos secundarios correlacionan muy
bien con la morfologia (14), por esto son Gtiles para
la identificacidn, la Unica variedad capaz de producir
fumitremorgeno A, B y verruculégeno es Neosartorya
fischeri variedad fischeri (14- 15), hecho que fue con-

tabla 1: Valores de D y z para diferentes variedades
citricos concentrados
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firmado por distintos investigadores (16-18). Las
variedades glabra y spinosa , que son las més fre-
cuentemente aisladas de productos a base de frutas
tratados térmicamente, no los producen. Por lo tanto
los resultados obtenidos conducen a suponer que
las cepas aisladas de jugos citricos podrian perte-
necer a estas variedades.

Entodos los casos se constaté que a tempera-
turas mas altas se logra una reduccion mas rdpida
del nimero de unidades formadoras de colonias. Para
las temperaturas de 80 y 85°C los resultados mos-
traron mayor variabilidad que para 90°C. A dicha tem-
peratura se logré un ajuste del modelo superior al
90%, con un 95% de confianza .

Comparando los resultados con los valores de
referencia de la Tabla 1 se puede descartar la varie-
dad fischeri, las glabra Il y Ill, ya que todas ellas
muestran valores de D ,,muy inferiores a los obteni-
dos en estos ensayos. Por ltimo se puede ubicar a
las cepas aisladas de los jugos citricos entre varie-
dad glabra | 0 spinosa. Estos estudios preliminares
de muerte térmica, confirman la presuncion ala que
se arrib6 con la determinacién de la capacidad
toxicogénica, descartando la posibilidad de estaren
presencia de variedad fischeri.

de Neosartorya Fischeri y cepas aisladas de jugos

b L] D ] D w0 Z
Neosartorya fischeri Aislado (mintes) - - (°C)
v. fischeri BT 3023 23 6 2 9
v. fischeri IMI 16143 23 10 2 10
v. glabra IBT 3004 >120 20 4 6
v. glabral IMI 102173 >120 2 3 7
v. glabra / CBS 582.90 >120 16 5 6
v. glabra il ©0BS 112.55 27 14 6 14
v. glabra Il IBT 11025 32 - . -
v. glabra Il H73 34 10 6 18
v. Spinosa H 37 >120 96 9 5
V. Spinosa FRR 2334 >120 21 5 7
V. Spinosa CBS 483.65 >120 " 3 6
cepas en estudio Jugos citricos 116-140 63-105 41-49 6,2-6,6

Fuenle: Nielsen, P; Samson, R.A. 1992.
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Al realizar estas experiencias (resistencia tér-
mica de los ascosporos al calor) se observo que la
suspension de ascosporos debe ser preparada cada
vez que se realiza |a experiencia, ya que cuando se
ensayo dejar la misma en heladera a 4°C, los resul-
tados (recuentos de unidades formadoras de colo-
nias luego de diferentes tiempos de tratamiento tér-
mico a 80, 85 y 90°C) obtenidos fueron muy superio-
res a los que se logran trabajando con la suspension
fresca. Esto confirma que el envejecimiento de los
ascosporos aumenta su resistencia al calor (19).

Para concluir con la identificacion de estas ce-
pas se realizé la observacion de la superficie de los
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ascosporos con microscopio electrénico de barrido.
Al comparar las fotografias de la superficie de los
ascosporos de las cepas aisladas de los jugos citri-
cos (Fotografia 1), con la bibliografia (14) se pudo
notar que la semejanza se establece con la variedad
glabra entodos los ¢asos. Sus ascasporos que pare-
cen lisos al microscopio Optico se observan fina-
mente rugosos y se diferencian de los de la variedad
spinosa que muestra diferentes grados de rugosidad
que oscilan entre rugoso a espinoso. Este resultado
confirma los hallazgos anteriores, sobre capacidad
toxicogénica y termoresistencia.

Figura 1: Ascosporos de Neosartorya fischeri variedad glabra

Nota: Se utiliz6 microscopio electrénico de barrido (Modelo JSM 6400, JEOL). La foto corresponde a 8000 aumentos

Conclusiones

En los jugos citricos concentrados estudiados
fue posible aislar Neosartorya fischeri, independien-
temente del tipo de fruta que los componen (naranja,
limon, pomelo 0 mandarina).

En todos los casos se trat6 de . fischeri varie-
dad glabra que no produce fumitremorgenos Ay B, ni
verrucul6geno. Siendo su principal caracteristica los
elevados tiempos de reduccion decimal que lo con-
vierten en un gran inconveniente para los tecnélogos
alimentarios.

Las técnicas de evaluacién de la capacidad
toxicogénica y los estudios de resistencia térmica de

los ascosporos no resultaron suficientes por si solos
para laidentificacion definitiva de las cepas, que sise
logra por microscopia electrénica de barrido. De to-
dos modos la primera es una técnica orientadora sen-
cilla que se adapta a laboratorios de baja infraestruc-
turay la segunda es laboriosa pero brinda informacion
valiosa para definir el proceso en planta.

Agradecimientos

Al Dr. H. Fujimoto, por donar gentilmente las
toxinas.

AlDr.J. Guarro y al Servicio de Microscopia de
electronica de la Unidad de Microbiologia.de la Fa-



Sobrero, M.S. y col. - ldentificacion de variedades de...

cultad de Medicina i Ciencias de la Salut. Universitat
Rovira i Virgili, Reus, Espana.

A la Magister en Ciencias de los Alimentos
Laura Frisson y a la catedra de Inglés de la Facultad
de Bioguimica y Cs. Bioldgicas.

Bibliografia

1- Kavanagh, J. 1963. Occurrence of a resistent species of
Aspergilius in canned strawberries, Nature. London 198: 1322.
2-Mc Evay , LJ. and Stuart, M.R. 1970. Temperature Tolerance
of Aspergifius fischen var. glaber in canned strawberries. /r. J.
Agric. Res. 9: 59-67

3- Rajashekhara,E.; Suresh,E. and Ethiraj, $.1998. Thermal
death rate of ascospores of Neosartorya fischeri ATCC 200957
in the presence of organic acids and preservatives. Journal of
food Protection. 61: 1358 - 1362.

4- Rajashekhara, E.; Suresh,E. and Ethiraj,S. 2000. Modulation
of thermal resistance of ascospores of Neosarlorya fischeri by
acidulants and preservatives in mango and grape juice. Food
Microbiofogy. 17: 269275

5- Samson, R.A.; Hoekstra, E.S; van Oorschot, C. 1984,
Introduction to food - borne fungi. 2 ™ Edition. CBS, Netherlands.
6- Beuchat,L.R. 1986. Extraordinary heal resistance of
Talaromyces flavus and Neosartorya fischeri. ascospores in
fruit products . Journal of Food Science, 51: 1506 - 1510.

7- Splittstoesser, D and Splittstoeser,C. 1977. Ascospores of
Byssochlamys fulva compared with these of heat resistant
Aspergillus. Journal of Food Science. 42: 685 - 688.

8- Jesenska, Z. and Petrikova, D. 1985. Microscopic fungi as
the cause of deteriaration of canned fruit. Gesko-Slov. Hyg. 30:
175-177.

9- Scott, V.N. and Bernard,D.T. 1987. Heat resistance of
Talaromyces flavus and Neosartorya fischeri isolated from
commercial fruit juice. J. Food Prot. 50: 18-30,

10- Beuchat, L.R.1992", Supervival of Neosartorya fischeri
and Taforomyces flavus in fruit powders. Lett. Appl. Microbiol.
14 238 - 240.

11- Pitt, J.1; Hocking, A.D. 1997. Fungi and food spoilage. 2
ed. Blackie A. & P London UK.

12- Klinch, M.A;Pitt, J.I. 1994. A laboratory guide to common
Aspergillus species and their teleomorphs. CSIRO Division of
Food Science. Australia.

13- Cole, R.J. and Cox, R. H. 1981 Handbook of toxic fungal
metabolites .Academic Press. New York.

187

14- Samson, R.A., Nielsen, PV. and Frisvad, J.C. 1990. The
genus NMeosartorya: Differentiation by scanning electron micros-
copy and mycotoxin profiles. Modern concepts in Penicillium
and Aspergilius classification. Edited by Samson and Pitt, J.I.
Plenum Press. New York. pag. 455-467.

15- Nielsen, P; Samson, R.A. 1992. Differentiation of food -
borne taxa of Meosartorya. Modern methods in food mycology.
Elsevier. pag. 159 - 168.

16- Beuchat, L.R. 1988, Influence of organic acids on heat
resistance characteristics of Talaromyces flavus ascospores,
int. J. Food Microbiol. 6: 87-105.

17- Nielsen, P, Beuchat, L. & Frisvad, J. 1988. Growth and
fumitremorgin production by Meosarforya fischeri as afiected
by food preservatives and organic acids. J.Appl. Bacteriol. 66:
197- 207.

18- Frivad, J.C and Samson, R.A. 1991. Filamentous fungi in
foods and feeds: ecology, spoilage and micotoxin production. In
Handbook of Applied Micology. Vol 3. Foods and Feeds. Eds.
Arora, D.K., Muker]i K.G. and Marth, E.H.New York. Marcel
DeKker, pag. 31-68.

19- Conner, D. 1992, Factors contributing to variations in D
values of N. fischer. In Modern methods in food mycology.
Eds. Samson, Hocking, Pitt and King. Elsevier Amsterdam.
pag. 189 -193.



	FABICIB_6_2002_pag_183_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_184_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_185_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_186_870x1300
	FABICIB_6_2002_pag_187_870x1300

