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Determinacion de la actividad antibacteriana de
hongos del género Penicillium presentes en
embutidos secos
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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos de Peniciliurm que colonizan la
superficie de embutidos secos, elaborados en tres industrias de Ia region centro-norte de la Provincia de Santa Fe, Argentina,
Se examinaron 10 (diez) muestras de embutidos secos. El aislamiento de los mohos (n=15) se realizo por la técnica del hisopado.
Los hongos fueron sembrados sobre el medio Wickerham a 25+2 °C y, al cabo de 4, 6 y 8 dias de incubacion, se obtuvieron sus
metabolitos por extraccion de cilindros adyacentes a las colonias, los que fueron ubicadas sobre la superficie de placas inoculadas
con Staphylococcus aureus ATCC 25923 (no productor de penicilinasa). Luego de la incubacion, se verificé si existian halos de
inhibicion del desarrollo bacteriano.

Todos los metabolitos de P chrysogenum Thom y la mayoria de los obtenidos de P nalgiovense Laxa, inhibieron Ia bacleria, al igual
que los de P. griseofulvum Dierckx y P brevicompacturn Dierckx. La mayor cantidad de hongos con actividad antibacteriana, se
observo cuando se incubaron 6 dias.

Palabras claves: Actividad antibacteriana. Penicilfium. Embulidos secos.

SUMMARY: Determination of the antibacterial activity of Penicillium strains metabolites isolated from dry sausages. Latorre
Rapela, M. G.; Gonzalez, A. M.; Lura, M. C. The aim of this work was to evaluate antibacterial activity of Peniciflium strains
melabolites isolated from the surface of dry sausages, which are manufactured in three industries of the northern central area of
Santa Fe Province, Argentina.

Ten samples of dry sausages were analyzed. Fungi were obtained by the swab method. Fifteen strains were sludied. In order to
detect antibacterial activity, each Pemicillium was cultured on a Wickerham agar medium, at 25+2 °C, for 4, 6 and 8 days,
respectively. Subsequently, agar plugs were removed from an area close to the fungal colony. Then plugs were placed upon an agar
plate previously seeded with Staphylococcus aureus ATCC 25923 (non penicillinase producer). Agar dilfusion techniques allowed
detecling zones of inhibition when antibacterial metabolites were present. All P chrysogenum Thom (n=4) metabolites and mos!
of those obtained from P nalgiovense Laxa (n=5), inhibited bacteria. P griseofulvum Dierckx and P brevicompactum Dierckx
compounds were also active against S. aureus.

Most metabolites with antibacterial activity were obtained when fungi were incubated for a period of 6 days.
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Introduccion

Los chacinados constituyen uno de los produc-
tos mds importantes en |a industria de los derivados
carnicos argentinos. Entre los mas apreciados, se
encuentran los embutidos secos, tales como salames,
salamines y chorizo espariol. El Codigo Alimentario
Argentino [1], en su articulo 338, define como sala-
me al “embutido crudo, fermentado, madurado y de-
secado, elaborado sobre la carne de cerdo o carne
de cerdo y vacuna con el agregado de tocino, sal,
salitre, especias, vino blanco y azdcar”. Una des-
cripcion similar, en la que no se establece el tipo de
vino que debe emplearse, merecen los salamines
(art. 339). Existen diferentes clases de salames y
salamines sequn el tipo de carne y el grosor de las
particulas o granos que los componen [2]. Los “cho-
rizos a la espanola”, también son definidos de mane-
ra semejante, estableciéndose que deben ser ahu-
mados, elaborarse con pimentén y en su formula-
cion no intervienen el azacar ni el vino, siendo opcio-
nal el agregado de tocino (art. 333) [1].

La fermentacion, la maduracion y el secado
son los procesos mas delicados y complicados en
la elaboracion de estos embutidos, siendo lo ideal
que se lleven a cabo en camaras, bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad relativa [2,3].
La utilizacion de los cultivos iniciadores o “starter”
también es necesaria para obtener las caracteristi-
cas deseadas en cuanto a la calidad del producto y
ofrecer sequridad toxicoldgica [4]. Estos cultivos estan
constituidos por bacterias lacticas, principales res-
ponsables de los procesos de acidificacion, y por los
microorganismos flavorizantes, entre los que se en-
cuentran hongos filamentosos del género Penicillium
que contribuyen otorgando color, aroma y sabor al
embutido [5).

Latipica especie utilizada como cultivo “starter”
para la produccién de embutidos secos en Europa
(6] es Penicilfium nalgiovense, al que algunos auto-
res consideran una variante albina y no toxicogénica
de Penicillium chrysogenum [5,7]. Sin embargo,
ambos son capaces de producir compuestos
antimicrobianos [8].

En Argentina, son muy comunes y valorados
los embutidos “caseros”, fundamentalmente el sa-
lame y el chorizo “en grasa” (salame recubierto con
grasa de cerdo). Estos se fabrican mediante procedi-
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mientos basados en conocimientos empiricos que
no contemplan los principios fundamentales acerca
de la pérdida de agua ni el agregado de cultivos ini-
ciadores. Por el contrario, se los deja secar “al aire”,
siendo la fuente tradicional de hongos la flora natural
del ambiente, conformada por cepas heterogéneas
pertenecientes a diferentes familias y especies que
los colonizan al asentarse sobre a tripa [4].

Numerosos estudios realizados en distintas
partes del mundo sobre la micoflora de la superficie
de diferentes tipos de chacinados embutidos han re-
velado que la mayoria de las cepas aisladas son
indeseables [4,5,8,9,10,11,12], y podrian originar
serios problemas, tanto para el productor como para
el consumidor, ya que algunos de estos hongos pue-
den ocasionar la pérdida del sabor y una apariencia
desagradable, debido a la decoloracion o a las ca-
racteristicas del micelio que ataca a las tripas [5,6].
También se asocian a problemas de tipo sanitario,
ya que poseen capacidad de sintetizar toxinas y/o
compuestos antimicrobianos [5,6,9,13] que pueden
ocasionar intoxicaciones agudas o cronicas, reac-
ciones alérgicas o seleccion de cepas de otros
microorganismos con resistencia aumentada a los
antibioticos, como consecuencia de su continua pre-
sencia en estos alimentos [14,15,16).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
actividad antibacteriana de los metabolitos fingicos
obtenidos a partir de cepas de Penicillium que colo-
nizan la superficie de embutidos secos elaborados
en laregion centro-norte de la Provincia de Santa Fe,
Argentina.

Materiales y Métodos

Muestras

Se trabajo con distintos tipos de embutidos se-
cos, elaborados en tres industrias de la region y
manufacturados de acuerdo a las practicas corrien-
tes (Codigo Argentino Alimentario, art.338 y 339) [1].

Las muestras (n=10) correspondieron a sala-
me (“en grasa”, picado grueso tipo colono y salame
de Milan), chorizo espanol y salamin (picado fino,
tipo tandilero y tipo chacarero) y se obtuvieron al
azar de las gondolas de diferentes comercios de la
ciudad de Santa Fe, entre los meses de marzo-julio
de 2002 y febrero-abril de 2003.
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Aislamiento e identificacidn de [a flora fingica

El aislamiento directo de los hongos
colonizantes de la superficie de los embutidos se-
leccionados se llevé a cabo utilizando la técnica del
hisopado [17]. Para cada muestra se procedio de la
siguiente manera: con un hisopo estéril impregnado
con solucion salina estéril (CINa 0,9%), se realizé el
hisopado de toda la superficie del embutido. El hiso-
po se coloco en 1 mL de dicha solucién y se agitd
manualmente durante 5 minutos a fin de homogenei-
zar la suspension. A continuacion, se sembrd 0,1 mL
de la misma sobre |a superficie de una placa de agar
extracto de malta (AEM). Los cultivos se incubaron a
25+2°C durante 7 dias, al cabo de los cuales cada
una de las colonias obtenidas fue reaislada sobre
AEM y rotulada con la letra E y el nimero de orden
correlativo segun la fecha de su aislamiento.

Todas las cepas se conservaron a 4 °C parasu
posterior caracterizacion fenotipica.

La identificacion se llevo a cabo teniendo en
cuenta sus caracteristicas macro y microscopicas y
ufilizando las claves propuestas por Pitt y col. [8] ¥
Rapery col. [18).

Ensayo para la deteccion de actividad
antibacteriana

Se utilizé una técnica de “screening” basada
en lametodologfa propuesta por Rapery col. [18]. Se
trabajo con todas las cepas de Penicillium aisladas,
llevandose a cabo con cada una de ellas los siguien-
tes pasos:

1. Obtencidn de los metabolitos fingicos: El hongo
en estudio se cultivo en el Medio de Wickerham (MW)
para ensayo de antibidticos, a 25+ 2°C. Al cabo de 4
dias de incubacion y utilizando un sacabocados, se
extrajeron 2 cilindros, de 9 mm de didmetro, del medio
de cultivo adyacente a la colonia.

2. Preparacion e inoculacién de las placas con
Staphylococcus aureus: Se colocaron 25 mL de Agar
Mueller-Hinton (AMH), previo control de pH, en ca-
jas de Petri de 10 cm de didmetro y fondo plano, y se
dejaron enfriar hasta su solidificacion [19,20). A con-
tinuacion, se hisoparon (= 0,1 mL) con una suspen-
sion en solucion fisiologica (=107-108UFC/mL), de
un cultivo de 18 horas de S. aureus ATCC 25923 (no
productor de penicilinasa).

3. Ensayo propiamente dicho: Los cilindros obteni-
dos para cada cepa analizada (apartado 1) se ubica-
ron sobre |a superficie de 2 placas recientemente
preparadas e inoculadas con S. aureus (apartado 2);
de este modo se trabajo por duplicado. Se colocaron
en total 5 cilindros por placa (ver Fig. 1): tres prove-
nientes de distintas cepas analizadas y los dos res-
tantes correspondientes a un blanco y a un control
positivo. El blanco estuvo constituido por un cilindro
del MW en el que no se habian inoculado hongos. El
control positivo se elabord, segun el apartado 1, con
un cilindro obtenido del mismo medio inoculado con
P chrysogenumn, Thom. A CECT 2784, buen productor
de penicilina.

El conjunto se incubd a 35 +2 °C. Al cabo de
16-18 horas, se procedio a verificar si existian halos
de inhibicion del desarrollo bacteriano alrededor de
cadacilindro. Se considerd actividad antibacteriana
positiva cuando se observé inhibicion, independien-
temente del didmetro del halo, y actividad
antibacteriana negativa (AAN) cuando no se obser-
varon halos.

Los ensayos se efectuaron, al menos, por du-
plicado para cada una de las cepas.

Idéntico procedimiento se llevd a cabo con ci-
lindros obtenidos a partir de hongos incubados du-
rante 6 y 8 dias.

Resultados

Se trabajo con 10 muestras, de las que se aislo
un total de 24 hongos. Penicillium resulto ser el gé-
nero mas frecuente (15; 62,5%), siguiéndole en or-
den de importancia Aspergillus (7; 29,1%). En me-
nor proporcion se detectaron Cladesporium (1; 4,2
%) y Scopulariopsis (1; 4,2%). El Unico género conta-
minante del chorizo espafol fue Aspergillus.

La prueba de “screening” para detectar la ca-
pacidad de producir compuestos antibacterianos se
Ilevo a cabo con P chrysogenum, Thom. A CECT 2784
(testigo positivo) y con los 15 Penicillium aislados
(P chrysogenum Thom, n=4; P, nalgiovense Laxa,
n=8; P griseofulvum Dierckx, n=1; P
brevicompactum Dierckx, n=1y P crustosurn Thom,
n=1).
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Figura 1: Ensayo para la deteccion de la actividad antibacteriana
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i- Control positiva {Penicillium chrysogenum, Thom. A CECT 2784 buen productor de peniciling); 2- Blanco (medio de Wickernam
sin inocular); 3 y b actividad antibacteriana posiliva; 4- actividad antibacteriana negativa

Tabla 1: Origen y actividad antibacteriana de cepas de Peniciflium alos 4, 6 y 8 dias de Incubacion

Cepa Origen m.c.' Denominacidn
Penicillium chrysogenum, — CECT 2784

Thom. A

P chrysogenum Thom Salameen grasa‘i A E

P chrysogenum Thom Salame en grasa’ A E

P chrysogenum Thom Salameen grasa" A Ea

R chrysogenum Thom Salamin tipo chacarero B E"i

P nalgiovense Laxa Salame en grasa‘ A E ’

P nalgiovense Laxa Salame tipo colono’ B :“I‘E
P nafgiovense Laxa Salame tipo colono’ B 3I'E *
P nalgiovense Laxa Salame tipo colono’ B En

P nalgiovense Laxa Salamin picado fino c E
P nalgiovense Laxa Salamin picado fino C E@a

P nalgiovense Laxa Salame de Milan c Em

P griseofulvurn Dierchkx Salamin tipo tandilero C E

P, brevicompactum Dierckx ~ Salameen grasa‘ A Ew

P crustosum Thom Salame en grasa" A Ez

o

Halos de inhibicion
(x' expresados en mm)

4dias  Gdias 8 dias
13 15 15
19 19 20
17 17 18
14 19 19
18 18 20
17 21 22
AANT  AAN  AAN
AN 14 15
AAN  AAN 15
19 23 23
AAN 19 21
AAN  AAN  AAN
17 22 22
AAN 13 20
AAN  AAN  AAN

'MC (marca comercial) A, B, C representan las tres marcas comerciales; ? X : Valor promedio de los halos de inhibi-
cion; * CECT. Coleccion Espanola de Cultivos Tipe; * salame picado gruese en grasa; ®salame picado grueso tipo
colono; ®AAN; actividad antibacteriana negativa
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Los promedios de los halos de inhibicién ob-
tenidos segun los distintos periodos de incubacién
del hongo estudiado, y el origen de los mohos, se
observanen la Tabla 1. Sélo 4 de las cepas no pre-
sentaron actividad antibacteriana. A los 4 dias, 7 de
los Penicillium (46,7%) presentaron actividad
antiestafilococcica, detectdndose 3 mas (66,7%)
cuando la incubacion se prolongd hasta los 6 dias.
La prolengacion del periodo de incubacién a 8 dias
sdlo permitio detectar una cepa adicional, si bien en
algunos casos los tamanos de los halos se
incrementaron.

Todos los P chrysoegenum Thom produjeron
metabolitos con actividad sobre los estafilococos,
independientemente del tiempo de incubacion, y 3
de los P nalgiovense Laxa no presentaron inhibi-
cion.

Discusion

Los embutidos, entodas sus variedades, cons-
tituyen uno de los alimentos mas apetecibles de
Argentina.

En la elaboracién de los productos crudos fer-
mentados, durante el proceso de secado, los hon-
gos colonizan su superficie asentdndose sobre la
tripa. En el presente trabajo, los resultados obteni-
dos demostraren |a presencia de hongos provenien-
tes de la flora natural del ambiente.

Si bien en algunos estudios no se pudo de-
mostrar la preduccion de micotoxinas en embuti-
dos [4], el hecho de que sobre estos alimentos pue-
dan desarrollar hongos ambientales con capacidad
potencial de sintetizar micotoxinas o antibioticos
representa un verdadero problema para la salud
[4,17,21]. Afin de evitar estos potenciales proble-
mas es que se recomienda a los fabricantes que
adopten el uso de cultivos iniciadores puros, cons-
tituidos por hongos conocidos como
toxicoldgicamente seguros y que, simultaneamen-
te, cuenten con la capacidad de conferir las carac-
teristicas deseadas al producto, siendo P
nalgiovense y P chrysogenum las especies mas
frecuentemente utilizadas como “starters” en los
productos carnicos [17,21].

Aungue el presente estudio es similar al reali-
zado'por otros autores, este reporte es el primero
en sutipo en nuestra zona. A pesar de que el nime-

ro de cepas estudiadas no fue muy elevado, no deja
de ser preocupante el hecho de que Ia totalidad de los
P chrysogenum, al igual que la mayoria de los P
nalgiovense recuperados en las muestras analizadas,
demostraron ser productores de metabolitos con acti-
vidad antibacteriana. La bibliografia describe a estos
hongos como capaces de sintetizar antibioticos [3-
lactamicos [17,21].

El dnico P crustosum analizado no manifesto
accion inhibitoria sobre S. aureus, aunque en la bi-
bliograffa [21] existen reportes de cepas productoras
de compuestos antimicrobianos diferentes ala peni-
cilina que actian sobre cocos Gram positivos. P
griseofulvum, frecuentemente aislado de productos
carnicos, fue otro de los hongos con marcada activi-
dad antibacteriana [21]. Esta especie, ademds de sin-
tetizar penicilina, ha sido descrita como productora
de patulina, acido ciclopiazénico, roquefortina C vy
griseofulvina; estas cuatro micotoxinas son compues-
tos antimicrobianos, siendo las tres primeras capa-
ces de inhibir bacterias [21].

La cepa de P brevicompactum estudiada produ-
jo inhibicién del desarrollo de S. aureus, contraria-
mente a lo referido por Laich y col. [21]. Este hongo,
recientemente reportado como capaz de sintetizar
ocratoxina A [22], es un conocido productor de acido
micofendlico el que, ademas de ser utilizado como
droga inmunosupresora [23], es un viejo antibiético
(nunca usado como tal) que actda inhibiendo la sinte-
sis de compuestos esenciales para la célula, tales
como los dcidos nucleicos [24].

Los hallazgos de este trabajo ponen en eviden-
cia que en el comercio local existen embutidos secos
cuya superficie se encuentra colonizada por hongos
productores de compuestos con actividad
antibacteriana, lo que crea la necesidad de realizar
controles mds estrictos sobre la calidad de estos ali-
mentos. Por su sencillez y bajo costo, la técnica de
“sereening” empleada puede resultar de utilidad en
estos controles.

El 73,3 % de los Penicillium aislados de la
micoflora de |a superficie de los embutidos estudia-
dos produjeron metabolitos con actividad
antibacteriana, habiéndose determinado que el mejor
tiempo de incubacion para la deteccion de los mis-
mos fue de 6 dias.
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