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RESUMEN

Hongos filamentosos potencialmente micotoxigénicos pertenecientes a la micobiota
espontanea del ambiente colonizan la superficie de productos carnicos embutidos
secos durante su maduracién. El objetivo del trabajo fue caracterizar la micobiota que
se desarrolla en la superficie de embutidos carnicos secos elaborados en Balcarce, en
las estaciones de otofio e invierno y determinar la capacidad micotoxigénica de las
cepas identificadas como potencialmente productoras de micotoxinas. Se realizaron
muestreos a partir de distintos productos cérnicos embutidos secos en las dos
estaciones citadas. Los aislamientos se identificaron empleando la clave taxonémica
de Pitt & Hocking (1997) y se determindé la frecuencia de aislamiento de las especies
caracterizadas. Se caracterizaron cinco géneros de hongos filamentos, Penicillium,
Aspergillus, Eupenicillium, Eurotium, Mucor y dos de levaduras, Candida Yy
Debaryomyces. En ambas estaciones climaticas se identificaron dos especies
potenciales productoras de micotoxinas: P. verrucusum y A. flavus, constituyendo la
primera de ellas la de mayor frecuencia de aislamiento. Se evalu6 la capacidad
toxigénica de los aislamientos de P. verrucosum detectandose la produccion de
Ocratoxina A en el 27% y 72% de las cepas aisladas en el otofio y en el invierno
respectivamente.  Ningun aislamiento de A. flavus produjo Aflatoxinas in vitro,
detectada por la técnica de TLC utilizada.

Palabras claves: embutidos carnicos secos, micobiota, micotoxinas.



INTRODUCCION

A lo largo de todo el proceso de maduracion, los productos carnicos embutidos
secos, son colonizados en su superficie por hongos filamentosos, levaduras y
bacterias. La fuente de inoculo de la micobiota colonizante es el ambiente de las
fabricas y la misma esta influenciada por las condiciones de maduracion utilizadas. Si
bien existen distintas especies flngicas, debido a los diferentes climas y procesos de
elaboracion, en la mayoria de los casos Penicillium es el género que predomina en
productos con un tiempo de maduracion corto y Aspergillus y Eurotium cuando los
productos presentan un periodo de maduracién prolongado (Leistner and Ayres,
1968;Spotti et al., 1989;Hernandez and Huerta, 1993) o son elaborados en estaciones
climatica célidas (Castellari, 2006).

El desarrollo fangico le confiere al producto un aspecto externo caracteristico. La
capa de micelio que se forma en la superficie del mismo regula la pérdida de humedad
y lo protege de la luz y del oxigeno, evitando de este modo su rancidez. Asimismo,
favorece el desarrollo del aroma y sabor caracteristico a través de la produccion de
proteasas y lipasas (Lucke, 1987). Sin embargo, existen especies fangicas que
producen micotoxinas sobre el alimento (Leistner, 1984; Laich et al.,, 1999),
constituyendo una caracteristica no deseada desde el punto de vista sanitario, por la
existencia del riesgo potencial para la salud del consumidor.

En nuestro pais y particularmente en la zona Sudeste de la provincia de Buenos
Aires, los embutidos céarnicos secos son elaborados en general, en forma artesanal y
durante el proceso de maduracién son colonizados superficialmente por la micobiota
espontanea del ambiente. Por otro lado, se determind que entre el 45 y 53% de las
especies fangicas que colonizan la superficie de embutidos carnicos elaborados en
esta zona son productoras de micotoxinas (Castellari et al., 2008; Castellari, 2006). Sin
embargo, debido a que no todas las cepas fangicas pertenecientes a especies

productoras de micotoxinas poseen la capacidad de producir estos metabolitos



(Iraizoz, 2008; Abarca et al., 1997; Abarca et al., 1994; Vifas et al., 1993; Frisvad JC
and Samson, 1991; Filtenborg et al., 1983; Mislivec et al., 1975 ) se consider6 de
interés realizar un estudio de la capacidad toxicogénica de cepas flungicas potenciales
productoras de micotoxinas, aisladas de la superficie de productos carnicos embutidos
secos elaborados en el partido de Balcarce, en las estaciones climaticas de otofio e
invierno, de manera de conocer el riesgo potencial del producto como consecuencia

de la presencia de cepas productoras de micotoxinas.

Hipdtesis y objetivos de la investigacion

Hipotesis

Sobre la superficie de los productos cérnicos embutidos secos elaborados en
Balcarce, se desarrollan cepas pertenecientes a los géneros Penicillium y Aspergillus

que tienen la capacidad de producir micotoxinas

Objetivos

1. Caracterizar la micobiota micotoxigénica que se desarrolla en la superficie de productos
carnicos embutidos secos durante el proceso de maduracion de embutidos carnicos secos

elaborados en las estaciones climaticas de otofo e invierno.

2. Determinar la capacidad toxigénica de las cepas de hongos filamentosos
pertenecientes a especies micotoxigénicas, aisladas de la superficie de los embutidos

Carnicos secos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ALIMENTOS MADURADOS CON HONGOS

Los hongos forman parte de la microbiota de un gran ndmero de productos
alimenticios de origen vegetal y animal. En los paises de Oriente como China y el
Sudeste Asiatico se conoce un numero elevado de alimentos madurados con hongos
constituidos principalmente por soja, arroz y trigo. Los géneros de hongos aislados son
Mucor, Rhizopus, Neurospora, Monascus y Aspergillus (Hesseltine; Wang, 1967,
citado por Leistner, 1986). Las primeras especies mencionadas no son productoras de
micotoxinas, pero la presencia de Aspergillus en algunas preparaciones (salsa de soja,

koji) puede constituir un serio riesgo para la salud.

En Occidente, especialmente en los paises del Sur de Europa como ltalia, Espafa,
Francia, Hungria y sur de Alemania, la utilizaciéon de hongos en la maduracién de
alimentos se circunscribe a quesos y productos carnicos, con una amplia variedad de
especialidades que responden a preferencias de consumo. Los hongos aislados
pertenecen al género Penicilium en el caso de quesos y productos carnicos
madurados por un corto periodo de tiempo, y Aspergillus y Eurotium en aquellos
madurados por un tiempo mayor. El género Penicillium esta constituido por
aproximadamente 150 especies, la mayoria de las cuales fueron reportadas como

potenciales productoras de micotoxinas (Leistner; Eckardt, 1979).

Es importante considerar que los productos céarnicos crudos y curados que a lo
largo del proceso de maduraciéon desarrollan en su superficie una cobertura de
hongos, son inoculados naturalmente a partir de la micobiota espontanea del
ambiente, constituida principalmente por especies del género Penicillium. Dentro de

estos productos se encuentran los embutidos madurados secos, como por ejemplo el



salamin y el chorizo, y diversas especialidades elaboradas con piezas enteras, como
el jamoén y la cecina en Espafa, el bundnerfleisch en Suiza, el speck en Austria e Italia,

la bresaola en Italia y el biltong en Sudafrica.

2.2. LOS PRODUCTOS CARNICOS EMBUTIDOS FERMENTADOS SECOS

2.2.1. SU ORIGEN

Los embutidos fermentados son definidos como productos cérnicos elaborados con
mezclas de carnes y grasas seleccionadas y picadas, a las que se les agrega
condimentos, especias y ciertos aditivos autorizados. Las mezclas son embutidas en
tripas naturales o artificiales (menos utilizadas) y posteriormente sometidas a procesos
de fermentacibn y maduracion. ElI embutido terminado deberia ser
microbiol6gicamente estable a temperatura ambiente.

La fermentacion se desarroll6 como un sistema para fomentar la produccién de
carnes desecadas, constituyendo el secado la primera forma de deshidratacién. El
proceso de fermentacion se cree que se originé en China, hace unos 2000 afios. El
uso de la sal y el nitrato llegaron en el siglo Xlll, derivando el término “salami” del latin
sale, sal.

En Europa, la elaboracién de embutidos fermentados secos comenzé en el
Mediterraneo, difundiéndose posteriormente al norte y al oeste. Las tecnologias de
produccién se introdujeron en Hungria en 1851 y se extendieron a Estados Unidos con
los inmigrantes de Europa Central.

En los paises de Europa, la manufactura de embutidos fermentados constituia
una industria a pequefia escala que utilizaba métodos tradicionales de trabajo
intensivo. En Estados Unidos, sin embargo, el desarrollo de una industria carnica a
gran escala, determind un alto nivel de automatizacién en los primeros afios del

siglo XX.



El conocimiento de los principios de la fermentacion de la carne se desarrollé
lentamente y no fue hasta la década del cuarenta cuando se comenzaron a establecer
las bases cientificas del proceso de fermentacion, a partir del desarrollo de los cultivos
iniciadores. Hoy existe un considerable componente artesanal y en numerosos paises,
como la Argentina, la fermentacidén sigue constituyendo un proceso espontaneo y en
general carente de infraestructura, para controlar las condiciones ambientales que lo

gobiernan.

En el mundo existen tantas clases de embutidos fermentados como regiones
geogréaficas. En Alemania se elaboran mas de 350 tipos diferentes de embutidos.
Estos se clasifican de acuerdo con varios criterios que incluyen composicion, calibre,
grado de la mezcla, especias, condimentos, ahumado, duracién del periodo de
maduracion y a,, final. Venegas Fornias y Valladares Diaz (1999) propusieron una
clasificaciéon de productos carnicos basado en que los mismos sean o no sometidos a

un proceso térmico.

El proceso de elaboracion incluye una combinacion de fermentaciones y
deshidrataciones. En los paises del Mediterraneo y los Balcanes los embutidos son
elaborados con especias y secados al aire, mientras que en el Centro y Norte de
Europa los embutidos son ahumados, involucrando un proceso de curado menos
intenso. En Estados Unidos los productos son fermentados a altas temperaturas

acompafiados por un corto periodo de secado (Varnam; Sutherland, 1998).



2.2.2. TECNOLOGIA DE ELABORACION

En la manufactura de los embutidos fermentados secos se consideran tres etapas:
formulacioén, fermentacion y maduracion. La elaboracion de estos productos comparten
una tecnologia bésica, constituida por el picado y mezcla de la carne y grasa, el
agregado de sal y agentes de curado, el embutido, la inoculacién con hongos
filamentosos y levaduras, la fermentacion y la maduracién. En la etapa de la
formulacion, los ingredientes son acondicionados en el interior de la tripa y colocados
en camaras o salas de fermentacion. Durante la fermentacion dos reacciones
microbioldgicas proceden simultaneamente, y son la formacién de 6xido nitrico por la
reduccién de nitritos y nitratos, y el descenso del pH por las bacterias del acido lactico
(BAL). En la fase de maduracion o secado se desarrollan el flavor, olor y textura a

partir de numerosas reacciones bioquimicas y quimicas (Ordéfiez et al., 1999).

2.2.2.1. Hongos filamentosos y levaduras

Durante el proceso de maduracion el crecimiento de hongos y levaduras sobre la
tripa juega un rol importante en el desarrollo de las caracteristicas organolépticas del
producto, protegiéndolo de la luz y el oxigeno, y ademas inhiben el desarrollo de
bacterias no deseables. Tradicionalmente los microorganismos que colonizan los
embutidos provienen del ambiente de las fabricas. Sin embargo, la inoculacion de los
productos con una cepa seleccionada es una practica cada vez mas utilizada en la
actualidad. Esta se lleva a cabo directamente después del embutido, aunque en
algunos casos puede retrasarse hasta después del comienzo del secado.

Los cultivos de hongos comerciales estan constituidos por especies del género

Penicillium. Si bien Penicillium nalgiovense es la especie mas utilizada, se dispone de



cultivos de P. chrysogenum y P. expansum. En lo que respecta a las levaduras, los

cultivos empleados estan constituidos por cepas de D. hansenii.

2.2.2.2. Cambios microbiol6gicos durante el proceso de maduracion

2.2.2.2.1. La fermentacioén

Es la etapa en la que se produce el crecimiento activo y el metabolismo de las BAL
(naturales de la carne o inoculadas en la mezcla), acompafiado por un rapido
descenso del pH. En el caso especifico de los embutidos secos, la fermentaciéon se
produce simultdneamente en las primeras fases del secado y la actividad de las
enzimas microbianas persiste incluso cuando las condiciones no son adecuadas para
el crecimiento de los microorganismos.

Como en el caso de otros alimentos fermentados, las BAL de los géneros
Lactobacillus y Pediococcus juegan un papel fundamental al producir 4cido lactico a
partir de los azucares (glucosa) y disminuir el pH, contribuyendo a la inhibicién de
microorganismos indeseables y al secado de producto.

El desarrollo de bacterias de los géneros Micrococcus y Staphylococcus coagulasa
negativa, es importante en algunos embutidos por su intervencion en la reduccion de
nitrato a nitrito. De esta forma, estos géneros contribuyen a la estabilidad del color rojo
(Hammes et al.,, 1995), previenen la rancidez y ademas el nitrito es el principal
constituyente del sistema inhibidor de los embutidos fermentados secos. La actividad
de estos grupos microbianaos, reduce el tiempo de maduracioén y favorece la formacién
de numerosos compuestos aromaticos a través de los procesos de protedlisis y
lipdlisis. Micrococos y estafilococos son considerados ademas responsables del
incremento del pH (Selgas et al., 1986).Fontana et al. (2005) realizaron un estudio de
la dindmica de las poblaciones bacterianas durante la fermentacion natural de

embutidos secos de la Argentina y demostraron que las fermentaciones naturales se



deben Unicamente a la presencia de BAL en la carne cruda, aunque los recuentos
iniciales son bajos. En lo que respecta a las BAL, las especies de Lactobacillus son las
que predominan durante la fermentacion natural. Con el empleo de técnicas
moleculares se identificaron las especies Lactobacillus sakei y L. plantarum como las
de mayor presencia en estos productos.

Ademéas de las ventajas derivadas de la accién de los microorganismos, la
utilizacion de cultivos iniciadores permite obtener productos homogéneos, mejorar las
propiedades sensoriales, agilizar la produccién al no tener que esperar el desarrollo de
la biota espontanea presente en la carne y reducir el nimero de piezas defectuosas.
La mayoria de los cultivos iniciadores que se utilizan en la elaboracion de embutidos
estan constituidos por BAL y micrococaceas.

Las especies de BAL empleadas en la elaboracion de productos cérnicos deben ser
homofermentativas, es decir producir Unicamente acido lactico, ya que la produccion
de gas (COy) y otros productos de la fermentacion como &cido acético, pueden
ocasionar la aparicion de aromas no deseados y otros defectos.

El uso de BAL como cultivos protectores esta indicado especialmente en la
elaboracion de embutidos de corta maduracion o en aquellos madurados con hongos.
Las especies de bacterias lacticas mas cominmente utilizadas como cultivos
iniciadores son L. curvatus, L. plantarum, Pediococcus acidilactici, y P. damnosus.

Las cepas de Micrococcus y Staphylococcus utilizadas como cultivos iniciadores
producen cantidades limitadas de acido por lo que son incorporadas con el objeto de
reducir nitratos a nitritos. Las especies mas utilizadas son Micrococcus varians,

Staphylococcus carnosus y S. xylosus (Varnam; Sutherland, 1998).

En las practicas modernas, los embutidos secos se fermentan en camaras con
temperatura y humedad controlada. Las temperaturas de fermentacién varian segun el
tipo de embutido. En general se utilizan temperaturas altas cuando se requiere un

descenso rapido del pH. Para el caso de los embutidos secos se emplean



temperaturas de entre 15 y 27°C, durante 24-72 h. En la fermentacion del salame
hungaro, se utilizan temperaturas menores de 10°C, mientras que un embutido
semiseco de bajo pH se fermenta a temperaturas de hasta 40°C (Varnam; Sutherland,
1998).

El control de la humedad relativa es importante durante la fermentacion, tanto para
iniciar el secado como para evitar un desarrollo excesivo de hongos y levaduras.
Asimismo es necesario evitar la formacion de bordes secos. En general, en las
fermentaciones cortas a altas temperaturas la humedad relativa es del 98%, mientras

gue cuando se emplean temperaturas mas bajas, la humedad relativa es menor (90%).

2.2.2.2.2 La maduracion

El periodo de maduracién o curado (como se lo denomina en Espafia) varia
considerablemente y es un factor determinante de las propiedades fisico-quimicas y
organolépticas del embutido, asi como de su estabilidad en el almacenamiento. En
algunos casos, la maduracién ocurre de manera rapida mientras que en otros,
continba hasta el consumo. En todos los casos es necesario controlar el secado de
forma que la velocidad de pérdida de agua desde la superficie sea igual a la velocidad
a la que la misma migra desde el interior del embutido.

La maduracion de los embutidos esta determinada parcialmente por el diametro o
calibre del producto, y en general se realiza a temperaturas menores que la
fermentacion, cuyos valores se encuentran entre 12 y 15°C, hacia el final de la etapa.
La humedad relativa también se reduce progresivamente y por lo general se mantiene
un 10% por debajo de la del interior del embutido.

En algunos tipos de embutidos secos, se aplica el ahumado durante el secado.
Esta practica se realiza para proporcionar a los productos cambios importantes en las

propiedades organolépticas, y en algunos casos, para inhibir el crecimiento de hongos
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filamentosos a través del secado de la superficie y por la deposicién de fenoles
antimicrobianos, carbonilos y &cidos orgénicos de bajo peso molecular (Daun, 1979).
Como se indicé, la maduracién afecta las propiedades organolépticas del embutido,
impartiéndole un aroma y sabor caracteristico especialmente en aquellos productos
madurados con hongos filamentosos. Las principales reacciones son protealiticas y

lipoliticas.

En algunos paises los embutidos fermentados suelen secarse colocandolos al sol o
a bajas temperaturas en el interior de cuevas. En paises industrializados, los
productos se trasladan a través de una serie de camaras mantenidas a temperatura y
humedad relativa constante. En otros casos, los embutidos suelen permanecer en una
Unica camara en la que la temperatura y la humedad cambian en cada etapa de

secado.

2.3. LOS HONGOS EN EL PROCESO DE MADURACION DE PRODUCTOS

CARNICOS

En la mayoria de los paises de influencia romana, los embutidos fermentados
producen un desarrollo de hongos muy importante en su superficie. En cambio, en
paises como Hungria y Rumania (de influencia germana) los productos generalmente
son ahumados, constituyendo el humo un componente del sabor y aroma, actuando
ademas como un agente antioxidante y bactericida. El efecto combinado del humo,
secado y la produccién de compuestos quimicos (formaldehidos, acido acético, etc.)
previene el crecimiento de bacterias e inhibe la formacién de esporas de hongos
(Daun, 1979).

En Argentina, la elaboracién de productos carnicos embutidos fermentados, se

caracteriza por utilizar recetas tradicionales introducidas por los inmigrantes europeos,
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que incluyen la maduracion con hongos a partir de la micobiota espontanea del
ambiente (Ludemann et al., 2004b), el empleo de cultivos iniciadores con cepas
fungicas seleccionadas y también el ahumado. Los productos se denominan segun el
lugar de elaboracion con el nombre de especialidades. En el caso de aquellos que
desarrollan una densa cobertura de hongos durante su maduracion son cepillados o
lavados y previo a su comercializacion son espolvoreados con fécula logrando un

aspecto superficial blanco y homogéneo.

El desarrollo fungico le confiere al producto un aspecto externo caracteristico. La
capa o lamina de micelio que se forma en la superficie del producto regula la pérdida
de humedad y lo protege de la luz y del oxigeno, evitando de este modo su ranciedad.
El microclima creado en superficie impide la formacién de un borde seco y untuoso, y
favorece el desarrollo del aroma y sabor caracteristico a través de la produccion de

proteasas y lipasas (Liicke, 1987).

Grazia et al. (Grazia et al., 1986) describieron un papel importante de los hongos en
el proceso de maduracion a través del descenso de la concentracion de acido lactico,
con el consecuente aumento del pH. Este hecho aparentemente explicaria el sabor
mas agradable de los productos madurados con hongos, comparado con el de los
producidos exclusivamente por fermentacion &cida. Lucke (Licke, 1987) observd un
marcado aumento del pH durante la maduracion de los productos en cuya superficie

se desarrollaron hongos y levaduras.

En Francia, se considera la presencia de levaduras como un efecto beneficioso
para los productos del tipo salamin y existen en el mercado cultivos mixtos de P.
nalgiovense y D. hansenii para su aplicacion artificial. La levadura crece mas rapido
que el hongo filamentoso y ambos forman una capa uniforme, mejorando el aromay el

aspecto externo del producto .
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La influencia de los hongos sobre el aroma de los embutidos es debida a su efecto
antioxidante y a su habilidad para producir enzimas para la degradacion de lipidos y
proteinas (Geisen et al., 1991). Los estudios en esta area son escasos, si se compara
con los obtenidos para otros productos como los quesos.

Por otro lado, numerosos autores describieron un importante namero de
compuestos volatiles producidos en productos embutidos fermentados con hongos
(Mateo; Zumalacarregui, 1996), pero pocos indicaron la influencia del crecimiento de
los hongos sobre la composicién de los mismos.

Estudios mas detallados que relacionaron la actividad proteolitica y lipolitica de
distintas cepas fungicas y su efecto sobre caracteristicas organolépticas de los
productos fueron realizados por distintos grupos de investigadores.

En Argentina, Ludemann et al. (2004a) estudiaron la capacidad proteolitica y
lipolitica de distintas especies de Penicillium, aisladas de la superficie de embutidos
secos en la provincia de Buenos Aires. Todas las cepas evaluadas mostraron actividad
enzimatica. Sin embargo se observaron diferencias inter e intraespecificas. Estos
autores Indicaron ademas que la adicion de NaCl, compuesto tradicionalmente
incorporado en las mezclas, produjo un efecto estimulante de ambas actividades

(proteolitica y lipolitica).

2.3.1. EVOLUCION DE LA MICOBIOTA EN PRODUCTOS CARNICOS EMBUTIDOS

FERMENTADOS

Como fue mencionado, la colonizacién de la superficie de los embutidos se produce
a partir de la biota espontanea que se encuentra en el ambiente. Si bien las especies
identificadas en los distintos productos son diferentes, debido a la diversidad de
condiciones climéticas y procesos de elaboracion, el género Penicilium es el que
predomina en los productos embutidos madurados por un corto periodo de tiempo y en

las primeras etapas de maduracién en aquellos productos madurados por tiempo
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mayor, ya que en etapas posteriores del proceso se aislaron ademas, especies de los
géneros Aspergillus y Eurotium. Estos Ultimos se caracterizan por su habilidad para
desarrollarse en sustratos con reducida actividad de agua y en presencia de altas

concentraciones de sales y azucares (Pitt; Hocking, 1997).

Motilva Casado et al. (1991) estudiaron la evolucién de la micobiota superficial de
jamones espafoles y encontraron gque los hongos estuvieron presentes en muy bajo
namero al comienzo de la etapa de maduracion, mientras que las levaduras fueron
recuperadas con una frecuencia alta. Rodriguez et al. (1994) indicaron que las
condiciones del procesado en etapas iniciales, favorecen el desarrollo de una poblacién
microbiana constituida por micrococaceas especialmente Staphylococcus, y levaduras del

género Debaryomyces.

En las fabricas de elaboracion de embutidos fermentados a pequefia escala en el
norte de lItalia (Andersen, 1995) se encontrd que el género Penicillium constituyé mas
del 95% de la micobiota hacia el final del proceso de maduracion y P. nalgiovense fue
la especie predominante. En cambio, en fabricas de elaboracion industrial de
embutidos céarnicos fermentados, ubicadas en la misma zona, el género Aspergillus
fue dominante en la micobiota colonizante (Grazia et al., 1986).

En Hungria, donde se realiza el ahumado de los productos carnicos tipo salamin,
Jirkovski y Galgéczy (1966) (citado por Andersen, 1995) encontraron que
Scopulariopsis brevicaulis var. alba se aislé en el 80 % de las piezas. En Argentina,
Pose et al. (2004) identificaron 21 especies de hongos filamentosos, aislados de la
superficie de productos carnicos embutidos secos, de las cuales 17 correspondieron al
género Penicillium. Por otro lado, Ludemann et al. (2004b) determinaron que el 93%
de las especies identificadas sobre salamines correspondieron al subgénero
Penicillium. Estas determinaciones confirmaron la dominancia del género Penicillium

sobre la superficie de este tipo de productos.
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Las especies fungicas colonizan la superficie de los productos en las distintas
etapas de elaboracion y el desarrollo fungico ocurre solamente en condiciones
favorables. Las condiciones de adaptabilidad varian para cada especie en particular y
si bien no se conocen con exactitud aquellas que permiten la dominancia de una u otra
en cada momento del proceso de maduracién, existe una alta correlacion entre las
caracteristicas de las especies, las propiedades intrinsecas del producto y las
condiciones de maduracion.

El tiempo de curado de los productos céarnicos en las diferentes camaras de
maduracion esta correlacionado con el nivel de humedad y la actividad de agua del
producto, lo que influye de forma directa en la composicion de la micobiota

colonizante.

En general, la bibliografia consultada indica que al comienzo de la etapa de
fermentacion de los embutidos las levaduras dominan la biota fangica vy
progresivamente a partir de las 2 semanas los hongos filamentosos de la biota
espontanea colonizan la superficie de los productos aumentando su numero y
superando a las levaduras. Esta es una consideracion a tener en cuenta ya que la
micobiota natural puede influir en las condiciones higiénico sanitarias de los productos

y en la estandarizacion de los mismos.

2.3.2. PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

2.3.2.1. Micotoxinas

La presencia de una micobiota espontanea sobre la superficie de los productos
embutidos fermentados, constituida principalmente por especies del género Penicillium,

presenta un alto riesgo de produccién de micotoxinas.
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios que al ser ingeridos, inhalados o
absorbidos a través de la piel producen una disminucion de la capacidad funcional del
organismo y aun la muerte de seres humanos y animales, incluyendo las aves (Pitt,

1996).

Las enfermedades causadas por las micotoxinas se conocen desde hace tiempo. La
primera micotoxicosis reconocida fue probablemente el ergotismo, producida por el
consumo de granos de cereales contaminados con esclerosios de Claviceps purpurea.
Los sintomas se caracterizaron por necrosis y gangrena, y se conocié en Europa durante

la Edad Media con el nombre de “fuego sacro”.

Otra micotoxina de la cual se tiene conocimiento por haber afectado a poblaciones
humanas, es el tricoteceno, fue la causante de la aleucia toxica alimentaria (ATA). La
enfermedad era producida por la ingestion de granos de cereales enmohecidos. Esto
provoc6 la muerte de miles de personas durante la Segunda Guerra Mundial. Los
sintomas se caracterizaron por lesiones en la cavidad oral, es6fago y estébmago, diatesis
hemorragica y agotamiento de la médula espinal. Los hongos causantes de esta

enfermedad pertenecian a los géneros Fusarium y Cladosporium.

En Japdn, la toxicidad asociada al arroz mohoso de color amarillo, constituyé un
problema después de la Segunda Guerra Mundial. La ingestion de este arroz provocaba
vémitos, convulsiones y paralisis ascendente e incluso la muerte en el plazo de 1 a 3 dias
después de la aparicibn de los primeros sintomas. Los hongos involucrados

pertenecieron al género Penicillium.

Fue a partir de 1960, que se tomé especial cuidado en el estudio de intoxicaciones
causadas por micotoxinas. El factor desencadenante fue la epidemia de la enfermedad X
de los pavos, ocurrida en Gran Bretafia. En unos pocos meses murieron mas de 100.000

pavos. Las investigaciones realizadas con el objeto de conocer el origen del problema
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fueron favorables ya que se encontrg la presencia de un agente tdxico en la harina de
mani utilizada como fuente de proteinas. Las toxinas eran producidas por A. flavus y A.
parasiticus.

Se identificaron més de 400 micotoxinas (Filtenborg, Frisvad and Thrane,
1996). Entre ellas se destacan las aflatoxinas, las ocratoxinas, la esterigmatocistina, la
patulina, la citrinina y el &cido penicilinico. Varias micotoxinas poseen actividad como
agente antimicrobiano (Miller, 1991).

El nimero de especies toxigénicas reportadas es muy extenso. Sin embargo, la
produccion de micotoxinas carece de especificidad de especies (Tabla 1). La
aflatoxina es producida por A. flavus, A. parasiticus y A. nomius. La ocratoxina A es
producida por especies de diferentes géneros como Petromyces alliaceus, A.
ochraceus y P. verrucosum (Frisvad; Thrane, 1995). Por otro lado una especie puede
ser capaz de producir un nimero considerable de micotoxinas, como por ejemplo P.
griseofulvum que produce patulina, griseofulvina, acido ciclopiazénico y roquefortina C
(Frisvad; Filtenborg, 1990). La citrinina es producida por al menos 22 especies

diferentes de hongos filamentosos (Leistner; Pitt, 1977).

La ocratoxina A, producida por A. ochraceus y P. verrucosum (Pitt; Hocking,

1997) es nefrotoxica y fue asociada a la muerte de humanos, conocida como la

enfermedad de los Balcanes. EI potencial carcinogénico, teratogénico e

inmunosupresor de la ocratoxina A fue comprobada y es considerada como altamente
peligrosa en numerosas partes del mundo (Krogh, 1978; Pitt; Hocking, 1997).

Varias cepas de Rhizopus y Mucor fueron reportadas como productoras de

compuestos toéxicos (Rabie et al., 1985), pero en la mayoria de los casos los

compuestos fueron toxicos para no vertebrados.

La formacién de micotoxinas en los alimentos esta influenciada por la composicion del
sustrato, temperatura, actividad de agua y pH (Leistner, 1986). Por ello no se puede

concluir que la presencia del hongo sobre los productos implica que la micotoxina sea



17

producida. Las micotoxinas no son proteinas, poseen bajo peso molecular, son
guimicamente estables y en la mayoria de los casos, resistentes a los tratamientos
térmicos que se aplican a los alimentos (Mossel; Moreno Garcia, 1985). En
consecuencia, el peligro potencial de las micotoxinas en los alimentos reside en la
incapacidad para ser detectadas bioldgicamente (ICMSF, 1996). Ademas, la remocion
del micelio y esporas de la superficie de los productos no nos asegura un alimento seguro
desde el punto de vista toxicolégico, ya que las micotoxinas pueden difundir hasta el
interior del alimento.

Las micotoxinas tienen dos clases de toxicidad: aguda y crénica, Tabla 2). La
toxicidad aguda esta relacionada con la disminucion de las funciones hepatica y renal.
Pueden causar también lesiones permanentes en cerebros de animales (neurotéxica).

El efecto crénico mas destacado de las micotoxinas es la induccién de céncer
especialmente en higado y la supresion inmune (Pestka; Bondy, 1994). Debido a que
las dosis que producen enfermedades crénicas son muy bajas, los efectos
perjudiciales a largo plazo, tales como la inducciéon de tumores es posible que se

manifiesten cuando la enfermedad esta avanzada.

El nimero de especies de hongos utilizados en Europa para la maduracion de
alimentos es pequefio y se circunscriben al género Penicillium. Este género
comprende 150 especies de las cuales la mayoria son toxigénicas, incluso las
utilizadas como cultivos iniciadores. Las cepas mas utilizadas son: P. nalgiovense, P.
roquefortii, P. camemberti y P. chrysogenum.

Numerosas investigaciones se llevaron a cabo con el objeto de detectar la
presencia de micotoxinas en alimentos. Leistner y Eckardt (1979) estudiaron 150
cepas de Penicillium aisladas de alimentos, mediante métodos quimicos y bioldgicos
con el objeto de detectar micotoxinas. Como resultados encontraron que el 75 % de

los aislamientos eran toxigénicos. Lopez-Diaz et al. (1996) evaluaron dos variedades
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de quesos espafioles y encontraron en los quesos azules que siete de nueve
aislamientos de P. roqueforti produjeron roquefortina y uno acido micofendlico.
En lo que respecta a productos carnicos es importante considerar que una serie de

micotoxinas pueden formarse in vitro y también en el sustrato carne (Leistner, 1984)

(Tabla 2).

Tabla 1. Produccién de los principales metabolitos toxicos en diferentes especies de

Aspergillus, Penicillium y Eurotium (Mossel and Moreno Garcia 1985;Frisvad and

Thrane 1995;Moss 1996;Fischer et al. 2000).

> U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U T

Especies

. aurantiogriseum
. aurantiovirens
. brasilianum

. brevicompactum

. griseofulvum

. hirsutum

. hordei

. melanoconidium

Micotoxina
acido penicilico, verrucosidina, glicopéptidos nefrotéxicos,
acido penicilico
acido penicilico, verruculégeno, fumitremorgeno Ay B,
botriodiploidina, acido micofendlico

. camemberti acido ciclopiazénico

. chrysogenum roquefortina C

. citrinum Citrinina

. commune acido ciclopiazoénico, rugulovasina A 'y B, fumigaclavina Ay B
. crustosum roquefortina C, tremortina (penitrem A)

. cyclopium acido penicilico, xantomegnina, viomellina

. echinulatum Territrems

. expansum roquefortina C, patulina, citrinina,

. freii xantomegnina, viomellina, vioxantina, acido penicilico

. glabrum Citromicetina

roquefortina C, acido ciclopiazoénico, patulina, griseofulvina
roguefortina C

roquefortina C

acido penicilico, tremortina, roquefortina C, verrucosidina

. polonicum acido penicilico, verrucosidina, glicopéptidos nefrotdxicos
. purpurogenum rubratoxina B

. roqueforti roquefortina C, isofumigaclavina A y B, toxina PR

. verrucosum ocratoxina A, citrinina, verrucosidina Ay B

. viridicatum xantomegnina, viomellina, vioxantina, acido penicilico

. ochraceus acido penicilico, ocratoxina A, xantomegnina



A. flavus

A. oryzae

A. parasiticus

A. versicolor

A. terreus
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acido 3-nitropropiénico, ciclopiazénico, aflatoxina B1, acido

acido ciclopiazoénico , acido 3-nitropropidnico

aflatoxina By, B, G1 y G2

Esterigmatocistina, nidulotoxina

patulina, citrinina, citreoviridina

Tabla 2. Micotoxinas detectadas en embutidos secos y/o jamén crudo luego de una
inoculacion experimental con hongos micotoxigénicos (Leistner; Eckardt, 1981;
Leistner, 1984).

A.

Hongo

flavus

Aspergillus sp.

P.

P.

terrus

citrinum

. griseofulvum

. camembertii Il
. brasilianum

. griseofulvum

. brevicompactum
. flavus

. verrucosum

. expansum

. roquefortii

. griseofulvum

. roquefortii

. viridicatum

. roquefortii

. versicolor

Produccién de

micotoxina en agar
extracto de malta

Aflatoxina
Brevianamida A
Citreoviridina
Citrinina

Acido

cyclopiazénico

Fumitremorgen B

Griseofulvina

Acido micofendlico

Ochratoxina A

Patulina

Acido penicilico
Penitrem A
Toxina PR

Sterigmatocistina

Clase de
toxicidad

Carcinogénica

Nefrotoxica

Carcinogénica

Carcinogénica

Carcinogénica

Nefrotoxica

Téxica general

Toxica general

Neurotoxica

Formacioén en
embutido seco/
jamon
Si
Sli
Si
Si

Sl

Sl
Sl
NO

SI

NO

NO
NO
NO

Sl
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P. verrucosum Verrucologen TR, Neurotdxica SI
P. commune Acido Sl
ciclopiazénico,

rugulovasina Ay B

De acuerdo con lo reportado por Leistner (1984) las micotoxinas fueron detectadas en
los primeros 5 mm debajo de la superficie de los embutidos carnicos. A partir de los datos
obtenidos por este investigador, se desarrollaron diversos estudios para determinar la

presencia de micotoxinas en este tipo de productos.

Nufiez et al. (1996) determinaron que la toxicidad potencial de los jamones ibéricos se
incrementé con el avance de la maduracion. Por otro lado, Lopez-Diaz et al. (2001a)
analizaron la toxicidad de especies de Penicillium aisladas de la superficie de embutidos
carnicos fermentados. Encontraron que 9 de 13 aislamientos de P. olsonii produjeron
acido ciclopiazoénico, acido micofendlico, roquefortina, patulina y ocratoxina A. Ademas

determinaron que todos los aislamientos de P. commune produjeron acido ciclopiazoénico.

En Argentina, Pose et al. (2004) indicaron que 12 de las 17 especies de Penicillium
identificadas en la superficie de embutidos cérnicos elaborados en la provincia de

Buenos Aires, fueron reportadas como toxicogénicas.

Actualmente no existe ninguna normativa en el Codigo Alimentario que restringa la
presencia de determinadas especies de hongos durante el proceso de produccion de
embutidos carnicos. Sin embargo, cada vez son mas los consumidores que padecen de
reacciones alérgicas ante ciertos alimentos. Frente a esta situacién es factible pensar que
mercados exigentes como el Europeo o el Norteamericano, no tardaran en aplicar un
control mas estricto sobre la presencia de determinadas especies flngicas en productos
carnicos embutidos secos. Es por ello, que el control de la micobiota que se desarrolla en
superficie sera un factor a tener en cuenta cada vez con mayor consideracion, si se

pretende competir en mercados internacionales y mejorar el mercado interno.
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En el cuadro 3 se presentan las especies flngicas consideradas como de mayor

importancia mundial, por su potencial produccion de micotoxinas.

Tabla 3: Mohos y Micotoxinas considerados actualmente de importancia mundial (Miller,

1994).

Especie de moho
A. parasiticus
A. flavus
F. sporotrichioides

F. graminearum

F. moniliforme
P. verrucosum

A. ochraceus

Micotoxinas producidas
Aflatoxinas B1, B2, G1y G2
Aflatoxinas B1y B2

Toxina T-2

Desoxinivalenol (o nivalenol)
Zearalenona

Fumonisina B1

Ocratoxina A

Ocratoxina A
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2.3.2.1.1. Toxinas de Penicillium, Aspergillus y Fusarium

2.3.2.1.1.1. Ocratoxina A

La ocratoxina A fue descubierta como metabolito de Aspergillus ochraceus en
1965. Posteriores estudios han demostrado la capacidad de otros hongos para
producirla, siendo los principales productores Aspergillus ochraceus, P. viridicatum y
P. verrucosum (la mayoria de los aislamientos de este ultimo son productores) (Pitt,
1987).

La produccién de OA fue también mencionada en otras especies del género
Aspergillus incluidas en las secciones Wenti, Usti y Terrei (Ueno et al.,, 1991). La
produccion de esta micotoxina también fue citada para A. fumigatus (Szebiotko et al.,
1981)

A. alutaceus crece mas lento que A. flavus y A. parasiticus, pero con una
actividad de agua de so6lo 0,79 y una temperaturas de 8 a 37°C, aunque los valores
Optimos son de 25 a 31°C. Cabe destacar que la micotoxina se produce en un rango

de temperaturas de 15 a 37°C, con valores 6ptimos entre 25y 28°C.

P. verrucosum crece a temperaturas de 0 a 31°C y con una actividad de agua
minima de 0,80. Se produce ocratoxina A en todo el intervalo de temperaturas.
Pueden producirse cantidades considerables de toxinas a temperaturas de soélo 4°C y
con una actividad de agua de sélo 0,86.

Al parecer, la exposicion a la ocratoxina A (OA) se produce principalmente en
zonas templadas del hemisferio norte donde se cultiva trigo y cebada (IARC, 1993).
Las concentraciones de OA notificadas en estos productos oscilan entre cantidades
infimas y concentraciones de 6 000 mg/kg, en trigo de Canada. En el Reino Unido, se

notificaron concentraciones comprendidas entre menos de 25 y 5 000 mg/kg y entre
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menos de 25 y 2 700 mg/kg, en cebada y trigo respectivamente. La OA también esta
presente en el maiz, el arroz, los guisantes, los frijoles, el caupi, los frutos de plantas
trepadoras y sus productos, el café, las especias, las nueces y los higos.

La deteccion en Europa de la presencia de OA en productos de cerdo vendidos
en establecimientos minoristas y en sangre de cerdo ha demostrado que esta toxina

puede pasar de los piensos a los productos de origen animal.

Aunque los cereales se consideran la principal fuente de OA en la alimentacion
humana, se indicé (IARC, 1993) que los productos de cerdo pueden ser también una
fuente importante de esta toxina. Se encontr6 OA en la sangre (y la leche) de
personas de diversos paises europeos, como Francia, Italia, Alemania, Dinamarca,
Suecia, Polonia, Yugoslavia y Bulgaria. Una de las concentraciones mas altas
notificadas es 100 ng/ml de OA en sangre procedente de Yugoslavia, mientras que en
Italia se han registrado concentraciones de OA en leche de 6,6 ng/ml. En al menos
once paises existen o se han proyectado reglamentos sobre la OA; las
concentraciones permitidas varian de 1 a 50 mg/kg en alimentos y de 100 a 1 000
mg/kg en piensos. En Dinamarca, para determinar si los productos de una
determinada canal de cerdo son aceptables se analiza el contenido de OA de un rifién
de dicha canal. La carne y determinados érganos del cerdo pueden consumirse como
alimentos si el contenido de OA del riiédn no es superior a 25 y 10 mg/kg,

respectivamente (van Egmond, 1997).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios recomendé
una ingesta semanal tolerable provisional de OA de 100 ng/kg de peso corporal,

correspondiente a aproximadamente 14 ng diarios por kg de peso corporal.

La ocratoxina A fue objeto de estudio por su relacibn con la nefropatia

endémica de los Balcanes, una enfermedad renal crénica mortal que afecta a los
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habitantes de algunas regiones de Bulgaria, la ex Yugoslavia y Rumania. La OA
ocasiona toxicidad renal, nefropatia e inmunodepresion en varias especies de

animales y es cancerigena en animales de experimentacion.

Existen pruebas suficientes obtenidas en estudios con animales de

experimentacién sobre la carcenogenicidad de la OA (IARC, 1993).

2.3.2.1.1.2. Aflatoxinas

Las aflatoxinas fueron aisladas y caracterizadas tras ser descubiertas como
responsables la muerte de mas de 100000 pavos, hecho que provocé un aumento en los
estudios dedicados hacia las micotoxinas. Los mohos productores de aflatoxinas estan
muy extendidos por todo el mundo, en climas templados, subtropicales y tropicales, y
pueden producir aflatoxinas, tanto antes como después de la cosecha, en numerosos
alimentos y piensos, especialmente semillas oleaginosas, nueces comestibles y cereales

(Coker, 1997).

Aungue las aflatoxinas estan relacionadas predominantemente con productos de
origen subtropical y tropical, se ha comunicado también su presencia en climas templados

en cereales tratados con acidos (Pettersson et al., 1989).

Las toxinas mas importantes son: B1, B2, G1, G2 (nombres basados en su
fluorescencia y en su movilidad durante la cromatografia de capa delgada). La B1 es el
mas potente cancerigeno natural conocido. Las aflatoxinas pueden también provocar
teratogénesis, serios dafios en el higado y efectos inmunosupresivos.

El cancer de higado humano tiene alta incidencia en Africa central y en suroeste
de Asia, estudios realizados en varios paises de Africa y en Tailandia muestran una
correlacion entre consumo de aflatoxina y la ocurrencia del cancer de higado, no fue
demostrado en zonas rurales de Estados Unidos, a pesar de las considerables cantidades

de aflatoxina en grano.
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En animales, ha sido demostrado que las aflatoxinas han causado varios
sindromes: incluido el cancer de higado, colon y rifion (en ratas, ratones, monos, patos y
truchas) Efectos graves en humanos son raros, sin embargo varios brotes han sido
registrados, recientemente murieron 13 nifios Chinos en el noroeste de Malasia,
aparentemente debido al consumo de fideos contaminados, aflatoxinas fueron
confirmadas en tejidos postmorten tomados de los pacientes.

Las aflatoxinas y el virus de la hepatitis B son aparentemente cocarciogenes ( por
si mismos no transforman una célula normal en una cancerosa pero junto a otra puede
desencadenar dicha transformacion) y su ocurrencia simultanea aumenta sustancialmente
la probabilidad de padecer cancer de higado. Sin embargo pruebas apoyan la hip6tesis de
que un alto consumo de aflatoxinas esta relacionado con un alto indice de cancer, incluso

en ausencia del virus de la hepatitis B.

Si la accion inmunodepresora de las aflatoxinas en el ganado se manifiesta de
forma similar en las personas, es posible que las aflatoxinas (y otras micotoxinas)
desempefien un papel importante en la etiologia de las enfermedades que sufre la
poblacidon en algunos paises en desarrollo en los que se ha comunicado una alta

exposicion a estas toxinas.

El grupo mas importante de aspergilli toxigénicos son A. flavus, A. parasiticus y A.
nonius. También se describieron otras especies no incluidas en la seccién Flavi con
capacidad de elaborarlas. Se ha detectado la produccion de aflatoxina B1 en especies
pertenecientes a cuatro secciones distintas a la seccion Flavi: Aspergillus (Eurtium
amstelodami, E. chevalieri, E. rubrum); Fumigati (A. fumigatus), Terrei (A. terreus) y

Candidi (A. candidus). (Abarca et al., 1997.)

La actividad de agua 6ptima para la proliferacion de A. flavus es alta (alrededor de
0,99); el valor maximo es al menos 0,998 y el minimo no se ha determinado aln con

precision, pero segun Pitt y Miscamble (1995) es aproximadamente 0,82. En general,
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parece que una actividad de agua alta favorece la produccion de toxinas. Se ha notificado
que A. flavus puede proliferar a temperaturas de 10 a 43°C. La tasa de crecimiento
Optima, hasta 25 mm al dia, se produce a una temperatura ligeramente superior a 30°C.
A. flavus produce aflatoxinas en el intervalo de temperaturas de al menos 15 a 37°C. No
es posible especificar una temperatura optima para la produccion de toxinas, aunque se
ha notificado que entre 20 y 30°C la produccion es considerablemente mayor que a

temperaturas mas altas y mas bajas.

Los efectos de la actividad de agua y la temperatura sobre el comportamiento de
A. parasiticus son similares a los antes descritos para A. flavus. Pitt y Miscamble (1995)
han notificado un valor minimo de 0,83 aproximadamente para el crecimiento y de 0,87
aproximadamente para la produccion de aflatoxinas. Hay pocos datos sobre de los efectos
de la temperatura sobre el crecimiento y la produccién de aflatoxinas de A. parasiticus. Se
reportaron valores 6ptimos para el crecimiento y para la produccion de toxinas de

aproximadamente 30 y 28°C, respectivamente.

La aflatoxina B1 es cancerigeno para el hombre (IARC, 1993a) y es uno de los
agentes causantes de cancer de higado mas potentes que se conocen. También han
fallecido personas (Krishnamachari et al., 1975) a causa de intoxicacion aguda por
aflatoxinas en la India (en 1974), por ejemplo, cuando las lluvias intempestivas y la
escasez de alimentos impulsaron el consumo de maiz muy contaminado. Si la accién
inmunodepresora de las aflatoxinas en el ganado se manifiesta de forma similar en las
personas, es posible que las aflatoxinas (y otras micotoxinas) desempefien un papel
importante en la etiologia de las enfermedades que sufre la poblacién en algunos paises

en desarrollo en los que se ha comunicado una alta exposicion a estas toxinas.

Lubulwa y Davis (1994) estudiaron las pérdidas economicas atribuibles
Unicamente a la presencia de aflatoxinas, en maiz y mani, en paises de Asia sudoriental
(Tailandia, Indonesia y Filipinas), llegando a la conclusién de que alrededor del 66 % de

las pérdidas totales se debian al maiz contaminado, y las pérdidas atribuibles al deterioro



27

y a los efectos dafiinos sobre la salud de las personas y de los animales representaban,
respectivamente, el 24, el 60 y el 16 % del total. No obstante, el estudio tuvo en cuenta
Unicamente las pérdidas relacionadas con la morbilidad y las muertes prematuras
ocasionadas por el cancer. En consecuencia, es probable que las pérdidas relacionadas
con las aflatoxinas sean mucho mayores si se incluyen las otras consecuencias para la

salud humana del efecto inmunotoéxico de las aflatoxinas (y otras micotoxinas).

2.3.2.1.1.3. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas caracterizado recientemente,
producidas por F. moniliforme, un moho presente en todo el mundo y que se encuentra
con frecuencia en el maiz (IARC, 1993). Se ha comunicado la presencia de fumonisina B1
en maiz (y sus productos) en diversas regiones agroclimaticas de paises como los
Estados Unidos, Canada, Uruguay, Brasil, Sudafrica, Austria, Italia y Francia. La
produccién de toxinas es particularmente frecuente cuando el maiz se cultiva en

condiciones calurosas y secas.

La actividad de agua minima para el crecimiento de F. moniliforme es 0,87; el
limite maximo registrado es superior a 0,99. Las temperaturas de crecimiento minima,
Optima y maxima son 2,5 a 5,0, 22,5 a 27,5y 32,0 a 37,0°C, respectivamente. No existe

informacion sobre las condiciones necesarias para la produccion de fumonisina B1.

La exposicion a la fumonisina B1 (FB1) del maiz produce leucoencefalomalacia
(LEM) en ganado equino y edema pulmonar en ganado porcino. Se han registrado casos
de LEM en numerosos paises, entre ellos los Estados Unidos, Argentina, Brasil, Egipto,
Sudafrica y China. La FB1 produce también efectos tdxicos en el sistema nervioso central,

higado, pancreas, rifiones y pulmones de varias especies de animales.

La presencia de fumonisinas en maiz se ha relacionado con casos de cancer de

es6fago en habitantes de la zona de Transkei, Africa austral y China. Se ha estudiado la
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relacién entre la exposicion a F. moniliforme, en maiz de produccidon doméstica, y la
incidencia de céncer de eséfago en la zona de Transkei durante el decenio 1976-86
(Rheeder et al., 1992). El porcentaje de granos infectados por F. moniliforme fue
significativamente mayor en la zona de alto riesgo de cancer durante todo el periodo, y las
concentraciones de FB1 y FB2 fueron significativamente mayores en maiz mohoso

obtenido de zonas de alto riesgo en 1986.

Anteriormente, una evaluacion del Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Céancer (IARC) habia llegado a la conclusion de que se habian obtenido en estudios con
animales de experimentacion pruebas suficientes de la carcinogenicidad de cultivos de F.
moniliforme con un alto contenido de fumonisinas; sin embargo, los experimentos con
animales habian proporcionado pocas pruebas de la carcinogenicidad de la fumonisina B1
(IARC, 1993). No obstante, el Programa Nacional de Toxicologia del Departamento de
Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos ha comunicado los resultados de un
estudio concluido recientemente sobre la toxicidad y carcinogenicidad de la fumonisina B1
(NTP, 1999). Aunque esta aun en la fase de redaccion, el informe llega a la conclusion de
que existen pruebas claras de la actividad cancerigena de la fumonisina B1 en ratas
F344/N machos, basadas en el aumento de la aparicion de neoplasmas en tubulos
renales y que existen también pruebas evidentes de la actividad cancerigena de la
fumonisina B1 en ratones B6C3F1 hembras, basadas en el aumento de la apariciéon de
neoplasmas hepatocelulares. No existen pruebas de la actividad cancerigena de la

fumonisina B1 en ratas hembras o ratones machos.
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2.3.2.1.1.4. Zearalenona

Esta toxina es producida por ciertas especies del género Fusarium. La
zearalenona fue aislada en 1962 a partir de cultivos de F. graminearum (Stob et al.,
1962), pero también pueden producirla los mohos F. culmorum y F. sporotrichioides.

Las especies de Fusarium requieren, en general, una humedad relativa del 22 al 25
por ciento y pueden desarrollarse en el maiz y en otras plantas hasta la maduracién en
el campo, pero s6lo pueden crecer limitadamente en granos secos almacenados
adecuadamente (FAO/WHO/UNEP, 1977).

La zearalenona y sus derivados uterotropicamente activos pueden ser
clasificados como estrogenos en el sentido estricto que producen estros. Aunque no
son esteroides, producen estros reales como también la mayoria de las respuestas
generales del anabolismo asociado a estrégenos (Purchase, 1974).

Las cerdas son los animales domésticos mas afectados por esta toxina,
aunque también es sospechado el hiperestrogenismo en bovinos, debido a
zearalenona (Mirocha et al., 1974). Es severamente tdxica para ovejas, en las que
puede causar cien por ciento de infertilidad a concentraciones del orden de 0,05 ppm.

La zearalenona actia como una hormona en F. roseum donde regula la
produccion del estado sexual, como por ejemplo la produccidn de peritecios (Mirocha,
1974).

Existen informes en los cuales se demuestra que la zearalenona y el zearalenol
se unen al sitio receptor del 17-B-estradiol obtenido de glandulas mamarias de ratas.
Ambos compuestos resultaron inhibidores competitivos del estradiol por los sitios
activos (Greenman et al., 1976).

Esta micotoxina ha sido hallada en productos muy diversos como heno,

alimentos para animales, maiz, alimentos para cerdos, sorgo y avena (Shotwell, 1977).
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Mirocha et al. (1974) han reportado la ocurrencia natural de zearalenona en una gran
variedad de granos y alimentos para animales que han estado involucrados en el
desarrollo de micotoxicosis.

La mayoria de los problemas reportados, han sido causados por sus
propiedades estrogénicas y han incluido sintomas como infertilidad, disminucion de
nacimientos, muertes neonatales y camadas mas pequefias en bovinos.

La ocurrencia de zearalenona ha sido reportada en varias partes del mundo,
como Estados Unidos, Canadda, Argentina, Brasil, Austria, Bulgaria, Francia, Hungria,
Polonia, Espafia, Yugoslavia, Egipto, Suazilandia, Transkei, Zambia, Australia, China,

India, Indonesia, Japon, Corea, Nepal y Nueva Zelanda (IARC Monographs, 1993).

2.3.2.1.2. Otros géneros productores de micotoxinas

2.3.2.1.2.1. Alternaria

Se conocen hasta el presente ocho toxinas de Alternaria que fueron encontradas
como contaminantes naturales: el acido tenuazénico (TA), el Alternariol (AOH), el
Alternariol metil éter (AME), el Altenueno, las Altertoxinas y toxinas AAL. El &cido
tenuazénico (TA) es el metabolito téxico de Alternaria mas estudiado, por su alta actividad
biol6gica ya que es toxico para embriones de pollo y causa hemorragias y muerte en
ratones. Se ha sugerido ademas que el &cido tenuazonico (TA) tiene un importante rol en
la etiologia del onylai una enfermedad hematoldgica comun en Africa y presenta ademas

actividad antitumoral y antibacteriana.

Por otro lado, el Alternariol (AOH) y Alternariol metil éter (AME) son producidos en
grandes cantidades por cepas toxicogénicas de Alternaria siendo A. alternata y A.
tenuissima las principales especies involucradas. Ambas toxinas tienen pocos efectos

agudos, pero pueden actuar en forma sinérgica, teniendo ademas efectos fetotéxicos y
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teratogénicos en ratones. Las altertoxinas tienen efectos mutagénicos mientras que las
toxinas AAL, producidas por un patotipo raro de A. alternata, son estructuralmente muy
semejantes a las fumonisimas que causan cancer esofagico en humanos y la
leucoencefalomalasia equina. Su incidencia natural ha sido poco estudiada hasta el

presente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CARACTERISTICAS DE LA FABRICA

El estudio se realizé en una fabrica de productos carnicos embutidos secos, en el
partido de Balcarce, region Sudeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina.
En esta zona el clima es humedo, poco propicio para la elaboracién de embutidos

fermentados secos.

Existe solamente una fabrica de embutidos carnicos de caracteristicas artesanales,
donde la mayor produccién se concentra en productos frescos. La cultura particular de
consumo de embutidos secos de la zona, hace que la demanda de los mismos sea
irregular a lo largo del ano. Se elaboran pocos productos con escasas diferencias de
ingredientes entre ellos, los que son comercializados con distinto grado de

maduracion, respondiendo a la demanda del mercado.

La fabrica carece de infraestructura que permita realizar un control automatizado de
las condiciones ambientales, necesarias para llevar a cabo el proceso de maduracion.
Las salas de “estufado” donde se realizan las fermentaciones se regulan a
temperaturas de entre 20 y 22°C, que se logran mediante la ignicién de carbén. Las
camaras de maduracién presentan condiciones de temperatura y humedad relativa
(HR) que responden al ambiente. Estas oscilan entre 10°C y 80-85% de HR en
invierno, y 20°C y 85-90% de HR en verano. La aireacion de las salas se realiza de

forma manual regulando la abertura de puertas y ventanas.

Las mezclas de masa utilizadas se embuten en tripas naturales y basicamente son
elaboradas con carne de cerdo (55-65%), carne vacuna (25%), tocino de cerdo (20%),
sal, aditivos permitidos (nitratos y poli fosfatos) y distintas especias (5%), de acuerdo

al producto.
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Entre las especialidades elaboradas se destacan el “chorizo criollo” y la “longaniza
cantinera”, por su mayor demanda en el mercado. Entre las especialidades se
destacan respectivamente: Bondiola serrana seca, chistorra de Navarra seca, Chorizo
seco, Jamon embutido, Jamon serrano entero (por encargue), Sopresata artesanal y
Chistorra de navarra de cerdo, Chorizo especial de cerdo, Lomo adobado de cerdo,

Matambrito de cerdo.

3.2. CARACTERIZACION DE LA MICOBIOTA

3.2.1. MUESTREOQ Y AISLAMIENTO

Se realizaron dos muestreos, que coincidieron con las estaciones climatolégicas de
otofio e invierno.
El primer muestreo, correspondiente a la estacién climatolégica de otofio, se realizo
en el mes marzo del 2010. Se tomaron 25 muestras correspondientes a 6 productos

diferentes, todos ellos pertenecientes a la linea de embutidos secos (tabla 4).



Tabla 4. Tipo de embutidos carnicos muestreados.
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Muestreo de otono.

Producto NUumero de Fechade Composicion
muestra elaboracion
Salame 1,2,3,4 19 febrero cerdo 30% vacuna 31% tocino 30%
especias, sal , aditivos 8,4%
Longaniza | 5,6,7,8 19 febrero cerdo 30% vacuna 37% tocino 30%
tipo , " o
Calabresa especias, sal , aditivos 6,2%
Chorizo 9,10,11,12 12 marzo cerdo 55% vacuna 20% tocino 20%
Seco tipo especias, sal , aditivos 5%
Criollo
Chorizo 13,14,15,16 12 marzo cerdo 55% vacuna 20% tocino 20%
seco tipo especias, sal , aditivos 5%
Espaiiol
Chistorra 17,18,19,20 15 marzo carne de jamén y lomo de cerdo 75%
de Navarra tocino 20%
especias, sal , aditivos 5%

Salame 21, 22,23, 24 | 5 marzo cerdo 55% vacuno 20% tocino 20%
P'Ca.do especias, sal , aditivos 5%
mediano
Chorizo 25 5 marzo cerdo 55% vacuna 20% tocino 20%
seco tipo

Criollo

especias, sal , aditivos 5%
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El segundo muestreo, correspondiente a la estacion de invierno, se realiz6 a fines del

mes de mayo del mismo afio. Se recolectaron 25 muestras correspondientes a

productos elaborados en ese momento (Tabla 5)

Tabla 5. Tipo de embutidos carnicos muestreados. Muestreo de invierno

Producto | Numero de | Temperatura Fechade Composicion
muestra camara elaboraciéon

Chorizo 26,27,28,29 | 9°C 6 mayo cerdo 55% vacuna 20%
Espafiol tocino 20%

especias, sal , aditivos 5%
Longaniza | 30, 31, 32, 9°C 23 abril cerdo 30% vacuna 37%
tipo 33 tocino 30%
Calabresa especias, sal , aditivos 6,2%
Longaniza | 34,35,36,37 | 9°C 14 mayo
Cantinera
Chorizo 38,39,40,41, | 19°C 21 mayo cerdo 55% vacuna 20%
seco tipo 42,43 tocino 20%
Criollo especias, sal , aditivos 5%
Chistorra 44,45,46,47 | 19°C 12 mayo carne de jamon y lomo de
de Navarra cerdo 75%

tocino 20%

especias, sal , aditivos 5%
Chorizo 48,49,50 22°C 21 mayo cerdo 55% vacuno 20%
picado ( cdmara de tocino 20%
grueso fermentacion) especias, sal , aditivos 5%

Las muestras se obtuvieron de forma aséptica. Para ello se utilizé un hisopo

de algodon estéril introducido previamente en una solucion estéril de agua de peptona

al 0,1% y NaCl al 0,8%, para prevenir posibles choques osméticos en la biota

microbiana. En cada muestra el hisopo se frotd sobre la superficie del producto en un

area de 10 cm2 aproximadamente. Extraida la muestra, el hisopo se sumergio en la

misma solucion para permitir la resuspension de células, conidios y trozos de hifas. A
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partir de las suspensiones se tomaron alicuotas y se realizaron siembras en superficie
sobre placas de Petri con Agar Dicloroanilina con 18% de glicerol (DG18). El medio
DG18 posee una alta actividad de agua (0.95) y permitié el desarrollo de todo tipo de
especies, xerdfilas, no xerdfilas y levaduras. Las placas de Petri se incubaron a 28°C
durante 7 dias. Transcurrido dicho periodo todas las colonias que presentaron
diferencias morfolégicas macroscépicas entre si, se repicaron sucesivas veces hasta

obtener un cultivo puro de cada una de ellas.

3.2.2. CONSERVACION DE LOS MICROORGANISMOS

Todos los aislamientos obtenidos, se conservaron en una solucién de glicerol al
30% (v/v agua) a -20°C. Para ello a cada cultivo puro conseguido se adicionaron entre
3 y 4 ml de la solucion de glicerol estéril. Las hifas y conidios se desprendieron del
medio con un ansa de Digralsky estéril. Posteriormente la suspension fue recolectada

mediante una micropipeta y colocada en tubos Eppendorf de 1ml.

3.2.3. IDENTIFICACION

La identificacion se realizé empleando la clave taxonémica de Pitt y Hocking (1997).
Para ello, cada uno de los aislamientos a identificar se sembré en los siguientes
medios de cultivo: Agar Czapek con Extracto de Levadura (CYA), Agar Nitrato con
25% de Glicerol (G25N) y Agar Extracto de Malta (MEA). Las placas de MEA y G25N
se incubaron a 28°C, mientras que en CYA se incubaron a 4, 28 y 37°C. Las placas
incubadas a 37°C se colocaron en bolsas de polietileno para evitar la desecacioén. La

siembra en CYA y MEA incubada a 28°C se realizd inoculando la muestra en tres



37

puntos equidistantes del borde y centro de la placa. Aquellas con CYA a4°Cy 37°C y
con G25N se sembraron en dos puntos sobre una mitad de la placa (Figura 1). La
siembra se realizé con una micropipeta de 10 ul de capacidad, inoculando 3 ul de una

suspension de conidios en cada punto. La lectura se efectué a los 7 dias.

Transcurridos los 7 dias de incubacion en los diferentes medios de cultivo y a las
tres temperaturas indicadas anteriormente, se determindé para cada uno de los
aislamientos morfolégicamente diferentes, las siguientes caracteristicas: 1. Diametro
de las colonias (en forma manual en el reverso de la colonia); 2. Produccién de
exudados y pigmentos solubles en agua que difunden al medio; 3. Coloracién del
micelio y de los conidios o esporas; 4. Coloracidon del reverso de la colonia; 5.
Crecimiento del micelio y textura de la colonia (algodonosa, aterciopelada, compacta,

funiculosa, fasciculada, etc.); 6. Formacion de estrias y surcos superficiales.

Luego de registrar todas las caracteristicas, los aislamientos que presentaron
idéntica descripcion de las colonias fueron agrupados para luego ser identificados
empleando la clave de referencia. De cada grupo de aislamientos se tomaron
fotografias de las placas con medio CYA y MEA, utilizando una camara Olympus, 8MP

y 5x de zoom éptico.

Las observaciones microscopicas se llevaron a cabo realizando preparaciones
directas, a partir de las colonias en los medios CYA y MEA. Para ello y observando a
través de un microscopio estereoscépico (ZEISS 47526, f=100) se extrajeron
pequenas areas de la colonia con aguja histoldgica. Con el objeto de observar hifas se
tomaron muestras del borde de la colonia donde la cantidad de cuerpos de
fructificaciéon es minima. En caso de observar estructuras reproductivas se tomaron
muestras del centro de la colonia. En ambos casos la muestra se colocd sobre un
portaobjetos con una gota de etanol 70% (v/v en agua), facilitando la elaboracién de

preparados en aquellas especies con conidios hidrofobicos. Cuando el etanol se
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evaporo, se colocod sobre la muestra una gota de acido lactico. Posteriormente se

ubicd un cubreobjetos y se sellé con laca.

Las observaciones microscopicas se realizaron en un microscopio con contraste de
fases, Olympus BH-2 con ocular de 10x y objetivos de 10x, 20x, 40x y 100x. Este
ultimo de inmersion en aceite. Para registrar el tamano de estructuras de reproduccion
se utilizé un micrometro ocular que se acoplé a uno de los oculares del microscopio.
La mayoria de las observaciones se realizaron con contraste de fases, utilizando la
lente de 40x y registrandose para cada uno de los aislamiento las siguientes
caracteristicas: 1. Textura superficial de las hifas; 2. Existencia de cuerpos de
fructificaciéon; 3. Diametro, forma, ubicacion y arquitectura externa de los conidios y
esporas. En el caso de Penicillium: 1. Numero de ramificaciones de la estructura
reproductiva (monoverticillate, biverticillate, terverticillate y quaterverticillate); 2.
Longitud y textura superficial de los conidiéforos; 3. Numero y longitud de las rami,
ramuli y metulae; 4. Longitud y forma de las fidlides; 5. Forma, textura superficial,
diametro y color de los conidios; 6. Formacién de coremium y synnemata. En el caso
de Eurotium :1. longitud y textura superficial de los conidiéforos; 2. diametro de las
vesiculas; 3. longitud y forma de la fidlides; 4. forma, textura superficial, diametro y
color de los conidios; 5. caracteristicas de los ascocarpos (color, forma, dias de

maduracion); 6. forma, dimensién, color y arquitectura externa de las ascosporas.
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0 0
28°C 37°C 4°C

Figura 1. Esquema de siembra en los diferentes medios de cultivo para la
identificacién de hongos filamentosos. Los numeros dentro de las placas de Petri
corresponden a los diferentes aislamientos. Las temperaturas corresponden a la

incubacion realizada durante 7 dias.

3.2.4. DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE AISLAMIENTO

Identificados todos los aislamientos, se determiné la frecuencia de aislamiento de
cada especie de hongo filamentoso (expresada en %) a través del cociente entre el
numero de muestras en las cuales cada especie fue aislada y el nimero de muestras
totales. La frecuencia de aislamiento se determiné para cada periodo de muestreo

(otofo e invierno) y para cada tipo de producto.



40

3.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TOXIGENICA DE CEPAS DE ESPECIES

AISLADAS DE LA SUPERFICIE DE LOS EMBUTIDOS.

Se evalud el potencial toxigénico de los aislamientos correspondientes a las
especies reportadas como potencialmente productoras de micotoxinas. Para ello se
emplearon los protocolos de Filtenborg and Frisvad (1980) y Filtenborg et al. (1983)
para el caso de micotoxinas extraceluares e intracelulares, correspondientes a los

géneros Penicillium y Aspergillus.

3.3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA EXTRACCION

Los aislamientos potencialmente productores de micotoxinas se cultivaron en
medio de cultivo CYA y MEA. Para ello se tomd una alicuota de 3-5 pl y se estriaron
las placas. Los mismos se incubaron 5 dias a 28°C y luego a 22°C durante 3-5 dias,

hasta el momento de la evaluacion.

3.3.2. EXTRACCION

El procedimiento empleado para la extraccion de las micotoxinas fue desarrollado
por Tapia et al. (1986) y mejorado en el laboratorio de Toxicologia Animal de la
Estacién Experimental Agropecuaria INTA Balcarce.

El protocolo de extraccion fue el siguiente:

Se homogeneizé el contenido completo de las placas de cultivo (aproximadamente 25
gr) con 90 mL de acetonitrilo, 10 mL de cloruro de potasio 4% y 2 mL de acido
clorhidrico. La homogeinizacién se realizé con un homogeinizador Sorvall OMNI-

MIXER, durante tres minutos a alta velocidad (16000 rpm).
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Este homogenato fue filtrado con discos de papel de filtro Whatman N° 4 o similar,
recolectandose un volumen de 50 mL.

Al filtrado se le agragaron 50 mL de agua destilada y luego se delipidé con dos
alicuotas de 50 mL de hexanos (mezcla de isémeros). La fase de acetonitrilo-agua,
delipidada, fue extraida con dos porciones sucesivas de 50 mL de cloroformo. A esta
fase extraida se le agregaron 10 gr de sulfato de sodio anhidro para eliminar restos de
agua. Posteriormente se evaporé el cloroformo en un evaporador rotatorio de vacio
marca Heidolph a 35-40 °C. El residuo seco se resuspendié en 1 mL de cloroformo y
se colocd en tubos de hemodlisis cerrados herméticamente y conservados a -20 °C

hasta el momento del desarrollo en placas cromatograficas.

3.3.3. SIEMBRA

Para detectar las micotoxinas se empleé la técnica de TLC (cromatografia en capa
delgada) bidimensional. Para ello se acondicionaron placas cromatograficas o
cromatofolios, como se indica en el esquema siguiente (figura 3).

En el caso de hacer la prueba para detectar dos micotoxinas (Ocratoxina A y
Aflatoxina B), los estandares se sembraron en dos extremos de la placa, en el extremo
inferior izquierdo 2ul de cada estandar, y en el extremo superior derecho 4yl de cada
muestra estandar. Por otro lado en el extremo inferior derecho se sembraron 15 ul del
extracto fungico a evaluar.

En el caso de que soélo se quiera determinar la presencia de una micotoxina, se
realizé de la misma forma pero sélo se sembré el estandar correspondiente. Mediante

la figura 3 se puede ver la correcta disposicién de las siembras en la placa TLC.
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Figura 2. Esquema de la siembra bidimensional en placa TLC (cromatografia en placa

fina).

3.3.4. DESARROLLO CROMATOGRAFICO

Para correr los extractos el desarrollo cromatografico se utilizaron dos cubetas
cromatograficas y dos sistemas de solventes. El primer sistema se conformé con 90%
de cloroformo y 10% de acetona y el segundo con 50% de tolueno, 44% de acetato de
etilo y 6% de acido formico.

La placa sembrada se introdujo en la primera cubeta con el primer sistema de
solventes hasta que el frente del solvente llegd, por capilaridad, a 1 cm del extremo
superior de la placa. En ese momento se retird y se dejo evaporar en la campana de
gases hasta la sequedad. A continuacion se introdujo en la segunda cubeta que
contiene el segundo sistema de solventes y se repitié la operacion, pero esta vez la
placa se giré 90 grados, de forma que el filo en contacto con la solucion fue en el que

se encontraban los 4 pl de muestra estandar. En la figura 3 se puede ver la
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disposicién de las placas respecto a las cubetas cromatograficas en las dos fases de

corrido.

Concluido el desarrollo cromatografico, las placas se dejaron secar en la campana

de gases hasta su observacion.

-

CUBETAI

{ cu[ estzudar

P

rausstra

- Sgndar 2]

SOLUCION 1

CUBETA II

SOLUCION IT

Figura 3. Disposicion de la placa en las cubetas | y Il.
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3.3.5. REVELADO

Para la determinacién de la presencia de las micotoxinas, como la Aflatoxina B, se
necesita revelar las placas. El revelado consiste en rociar las placas con una solucion
de 2,5ml de acido sulfurico llevada a 10 ml con alcohol y dejar secar a 105-110 °C

durante 5 minutos en la estufa de secado.

3.3.6. DETECCION E IDENTIFICACION DE LA MICOTOXINA

Para determinar la presencia de las micotoxinas en la muestra, las placas se
observaron bajo la luz ultravioleta de onda larga (A=360 nm).

En el caso de la Ocratoxina A, se debe detectar una mancha de color amarillo
intenso que coincida con la del estandar de 4 ul a la misma distancia de la corrida.

En el caso de la determinacién de la Aflatoxina B4, la placa se debera observar bajo
luz ultravioleta previo al revelado debiéndose determinar una mancha azul cuya
posicion debera coincidir con la interseccion de las posiciones del estandar sembrado
(2 pl y 4ul). Luego del revelado, la placa volvera a observarse bajo luz ultravioleta
registrando un cambio de color de azul a amairillo, tanto en el estandar como en la

mancha del extracto problema, apuntando como positivo el resultado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se caracterizaron un total de 116 aislamientos
provenientes de 50 muestras obtenidas de la superficie de embutidos carnicos secos,
elaborados en una fabrica de produccién artesanal, ubicada en la ciudad de Balcarce,

Buenos Aires, Argentina, en 2 estaciones climaticas, otofio e invierno.

Se identificaron 9 especies de hongos filamentosos pertenecientes a los
géneros Penicillium, Eupenicillium, Aspergillus, Eurotium, Mucor, Rhizopus y 2

especies de levaduras de los géneros Candida y Debaryomyces.

4.1. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES

Los aislamientos se caracterizaron e identificaron a partir de las caracteristicas
macroscopicas de las colonias y microscopicas de las estructuras fangicas. Las
descripciones se realizaron en los medios de cultivos CYA, MEA y G25N, a partir de

los cuales se llevé a cabo tal identificacion.

4.1.1. HONGOS FILAMENTOSOS SUPERIORES

Reino: Micetes
Division ( Phylum): Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae

Género: Penicillium
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Penicillium nalgivense

CYA, 25°C: colonias de 25 a 28 mm de didmetro, de micelio color blanco y con
surcos radiales. Abundante produccién de conidios de color verde oscuro uniforme.
Reverso de la colonia de color amarillento-grisaceo. Presencia de exudados claros. (

Figura 4)

MEA, 28°C: colonias 11-17 mm de didmetro, no se observaron surcos. Micelio claro y
conidios de color verde-azulado uniforme, reverso color naranja intenso, producto de la

nalgiovensina. Ausencia de exudados y pigmentos solubles.

G25N, 25°C: colonias 16-21 mm de didmetro. Se observaron ciertas colonias con
surcos radiales y circulares. Micelio blanco y baja produccion de conidios. Reverso de

la colonia de color blanco. Ausencia de pigmentos y de exudados.

CYA, 4°C: Se observaron colonias pequefias, indicando un crecimiento positivo.

CYA, 37°C: No se observa crecimiento.

La identificacion de los aislamientos de Penicillium nalgiovense (biotipo 1, de
coloracién verde y biotipo 6, de coloracidon blanca) fue sencilla, por la coloracion
naranja intenso encontrada en el reverso de MEA. Esta caracteristica también se pudo
apreciar en las colonias sembradas con la muestra directamente obtenida de la
superficie de los embutidos en DG18, a los 7 dias de incubacion (Figura 4, aqui se

deben poner fotos).
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Penicillium chrysogenum

CYA, 25°C: colonias de 26-33 mm de diametro, con surcos radiales superficiales.
Micelio blanco conidios de color verde oscuro. El reverso de las colonias fue de color
amarillento blanquecino. Presencia de exudados y de un pronunciado pigmento

amarillo en uno de ellos (Figura 5).

MEA, 28°C: colonias de 29-31 mm de diametro, uno de los aislamientos presentd
surcos. Micelio blanco, con conidios de color verde oscuro no uniforme que se aclar6 a
medida que se acercé a la zona del borde de la colonia. El color del reverso fue
predominantemente verde palido tornandose amarillento en el centro. Ausencia de

exudados y pigmentos.

G25N, 25°C: colonias de 21-22 mm de didmetro, surcos radiales, micelio de color

predominantemente marron. Ausencia de exudados y pigmentos.

CYA, 4°C: se observo crecimiento.

CYA, 37°C: se observo crecimiento y pigmentos en uno de los aislamientos.

La identificacion de esta especie se basé en las caracteristicas morfolégicas de las

colonias particularmente en la presencia de los pigmentos solubles fluorescentes

fuertemente presentes en el medio de cultivo CYA.



48

Penicillium verrucosum

CYA, 25°C: colonias de 13-18 mm de diametro con surcado radial y circular, superficie
aterciopelada, micelio blanco y baja produccién de conidios de color verde. El reverso
de las colonias fue marrén amarillento y se pudieron observar rajaduras en el medio de

cultivo. Ausencia de pigmentos y exudados.

MEA, 28°C: colonias de 9-14 mm de diametro, surcado radial y en 2 casos un surco
de forma circular. Micelio blanco, con el centro de una tonalidad palida sin llegar a ser

blanco. Reverso marron anaranjado. Ausencia de exudados y de pigmentos solubles.

G25N, 25°C: colonias de 14-18 mm de didmetro, con surcos radiales y en forma
circular. Micelio blanco y conidios de color verde azulado. Ausencia de exudados y
pigmentos solubles.

CYA, 4°C: Se observé crecimiento en la mayoria de los casos

CYA, 37°C: No se observo crecimiento tras 7 dias de incubacioén

La identificacién se basé en las caracteristicas de las colonias, pequefias y con surcos
importantes que pudieron observarse en el envés de las colonias (Figura 6). Esta
especie es muy importante desde el punto de vista de la produccion de micotoxinas,

ya que la ocratoxina A es producida por un gran nimero de aislamientos.
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Figura 4. Colonias en MEA y CYA de Penicillium nalgivense biotopo 1
A: Superficie en MEA; B: Reverso en MEA
C:Superficie en CYA; D: Reverso en CYA
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Figura 4. Colonias en CYA de Penicillium nalgivense. E: Superficie en CYA; F:
Reverso en CYA

Figura 5: Colonias de Penicillium chrysogenum. A: Superficie en MEA; B: Reverso en
MEA,; C: Superficie en CYA; D: Reverso en MEA



Figura 6. Colonias de Penicillium verrucosum. A: Superficie en MEA; B: Reverso en
MEA. C: Superficie en CYA; D: Reverso en MEA

51
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Micetes

Divisién (Phylum): Ascomycota
Clase: Ascomycetes

Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Géneros: Aspergillus y Eurotium

Aspergillus flavus

CYA, 25°C: colonias de 48-65 mm de diametro, sin surcos, con diferentes tonalidades:
hacia los bordes el color es verde amarillento y al acercarse mas al centro se acentla
el blanco donde se observaron esclerocios de color marrén oscuro, que difirieron en

namero segun el aislamiento. Ausencia de exudados y pigmentos.

MEA, 28°C: colonias de 50-63 mm de diametro, planas, con micelio de color verde con

zonas blancas y esclerocios marrones. Color del reverso de las colonias blanco.

G25N, 25°C: colonias de 25-28 mm de diametro, superficie algodonosa, sin surcos.

Micelio de color blanco amarillento. Ausencia de pigmentos y exudados.

CYA, 4°C . Se observé crecimiento a los 7 dias de incubacién
CYA, 37°C Se observé crecimiento a los 7 dias de incubacién, con un tamafo de

colonia similar al descripto en MEA.
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La identificacion de esta especie se basé en las caracteristicas de las colonias en
medios CYA y MEA, en la presencia de esclerocios tipicos y en la observacion
microscopica de los conidios que presentan paredes muy espinulosas (Figura 7). Esta
especie se aislé en ambas estaciones climaticas aunque con una frecuencia de
aislamiento muy baja. Cabe considerar que A. flavus es una especie potencial
productora de aflatoxinas, por lo que los aislamientos identificados fueron evaluados

para determinar la capacidad de produccién de dichos metabolitos.

Aspergillus niger

CYA, 28°C: colonias de 60mm de diametro recubriendo toda la superficie de la placa;

algodonosas. Micelio blanco; cabezuelas conidiales negras; reverso palido.

MEA, 28°C: colonias de 30mm de diametro. Micelio blanco; cabezas conidiales

oscuras. Reverso palido.

G25N, 28°C: colonias de 20mm de diametro; micelio amarillo palido

CYA, 4°C: sin crecimiento a los 7 dias.

CYA, 37°C: colonias de 60mm de diametro; algodonosas; con cabezas conidiales

negras. Reverso palido.

Para la identificacion de esta especie fueron determinantes el color, la forma y el
tamafo de las vesiculas (Figura 8). Esta especie fue aislada en la estacion invernal

con una baja frecuencia de aislamiento.
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Figura 7. Colonias de Aspergillus flavus en MEA: A. Superficie; B: Reverso

Figura 8. Aspergillus niger en DG18. A: Superficie; B: Reverso

up
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Eurotium amstelodami

CYA, 28°C: colonias de 8mm de diametro; planas; algodonosas. Micelio blanco de

apariencia pulverulenta; conidios de color verde amarronado. Reverso amarronado.

MEA, 28°C: colonias de 10-11mm de diametro; Color superior verde con cleistotecios

amarillos. Reverso amarillo verdoso.

G25N, 28°C: colonias planas, algodonosas. Micelio blanco; abundante produccion de

conidios verdes. Reverso amarillo verdoso.

CYA, 4°C: sin crecimiento a los 7 dias.

CYA, 37°C: sin crecimiento los 7 dias.

Microscopia: se observaron cleistotecios inmaduros a los 7 dias de incubacion. Por
otro lado se describieron por encima de los cleistotecios, fructificaciones asexuales
compuestas por conidioforos con vesiculas que sostuvieron fidlides que originaron
largas cadenas de conidios. Los cleistotecios contenian ascosporas que fueron
caracterizadas luego de 20 dias de incubacion, ya que necesitaron un largo tiempo de
maduracion.

La presencia de cleistotecios (Figura 9), la caracteristicas de las ascosporas y
estructuras asexuales con vesiculas y fidlides fueron las determinantes para la

identificacion de esta especie que se aislé en ambas estaciones climaticas evaluadas.
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NUEVO REPORTE

Eupenicillium javanicum

CYA: colonias de 47 mm de didmetro, radialmente surcadas, densas, aterciopeladas
de color verde oliva y reverso claro. Abundantes cleistotecios de color marron claro-
amarillentos. Pequefios exudados de color marrén

MEA: colonias de 37 mm de didmetro. Sin surcos, de color verde oliva claro y reverso
palido. Presencia abundante de cleistotecios.

G25N colonias de 19 mm de diametro, claras. No desarroll6 a 4 °C y a 37°C formo

colonias de aspecto similar a las descriptas en MEA, de 10 mm de diametro.

Microscopia: Penicilios monoverticilados con fialides ampuliformes y conidios de
forma subesferoidal. Cleistotecios caracteristicos, abundantes, de color grisaceo
brilloso.

Esta especie fue reportada en carnes fermentadas o curadas, por Leistner y Ayres en
1968. No se conocen reportes en embutidos carnicos secos o carnes curadas en la

Argentina. Fue reportada como productora de xanthomegnina (Frisvad et al., 1990a).
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Figura 9. Eurotium en medio de cultivo DG18: A: Superficie ;

B: Reverso
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Figura 10. Colonias de Eupenicillium javanicum A: Superficie en MEA; B: Reverso
en MEA; C: Superficie en CYA; D: Reverso en CYA
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4.1.2. HONGOS FILAMENTOSOS INFERIORES

Reino: Micetes
Division (Phylum): Zygomycota
Clase: Zygomycetes
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae

Géneros: Mucor Fresen

Mucor racemosus

CYA, 28°C: colonias algodonosas que cubren rapidamente la superficie del medio de

cultivo en su totalidad. Micelio blanco de apariencia pulverulenta; reverso con

caracteristicas similares a la superficie.

MEA, 28°C: colonias algodonosas que cubren rapidamente la superficie del medio de

cultivo en su totalidad. Micelio palido, ligeramente marrén por la formacion de

esporangios y clamidosporas. Reverso marrén claro.

G25N, 28°C: colonias de 15mm de diametro, planas, con débil crecimiento.

CYA, 4°C: colonias que cubren toda la superficie del medio de cultivo en su totalidad.

CYA, 37°C: sin desarrollo a los 7 dias.

Microscopia: esporangios que se disponen sobre el micelio aéreo, de color marrén.

Columnella elipsoidal. Esporangiosporas hialinas, marron claro, esféricas, de paredes

lisas. Abundantes clamidosporas. La mayoria de las columnellas intactas.
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Los aislamientos fueron facilmente identificados por las caracteristicas de las
columnellas y la abundancia de clamidosporas. Esta especie se aisl6 en ambas

estaciones climaticas (Figura 11).

Figura 11: Rhizopus en DG18: A: Superficie; B: Reverso
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4.1.3. LEVADURAS

Reino: Micetes
Divisiéon (Phylum): Ascomycota
Clase: Saccharomycetes
Subclase: Saccharomycetidae
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae

Géneros: Debaryomyces Lodder & Kreger ex Kreger

Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger

Anamorfo de Candida famata (F.C. Harrison)

MEA, 25°C: colonias de 5 mm de didmetro; circulares; de color blanco; superficie
convexa y brillosa, a los 3 dias. Colonias de 8-9 mm de didmetro y superficie

esmerilada a los 7 dias de incubacion.

Reino: Micetes
Divisiéon (Phylum): Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptoccocaceae

Géneros: Candida Berkhout;
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Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice

MEA, 25°C: colonias de 5 mm de diametro; circulares; convexas y superficie
esmerilada, a 3 dias de la incubaciéon. A los 7 dias, colonias de 7-7,5 mm de diametro;

blancas a crema con protuberancia central.
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4.2. COMPOSICION DE LA MICOBIOTA

En el muestreo de otofio, se caracterizaron 37 aislamientos a partir de 25
muestras recolectadas de la superficie de 6 productos carnicos secos. Se identificaron
4 géneros de hongos filamentosos: Penicillium, Eurotium, Aspergillus y Mucor y 2 de
levaduras: Debaryomyces y Candida.

Por otro lado, durante el invierno, se caracterizaron 79 aislamientos obtenidos
de 25 muestras recolectadas de la superficie de 7 productos carnicos secos. Se
identificaron 5 géneros de hongos filamentosos, Eupenicillium, Penicillium, Aspergillus,
Eurotium, Mucor y 2 géneros de levaduras Candida y Debaryomyces.

La composicién de la micobiota superficial de los productos embutidos secos,
para la zona de estudio, se presenta en la tabla 6. Para cada estacion climatica
estudiada, se presentan, en porcentaje, las especies correspondientes a cada uno de

los géneros identificados.

Tabla 6. Composicion de la micobiota superficial de embutidos carnicos secos en

elaborados en el partido de Balcarce (en % respecto de numero de especies por

género)

- Otofio Invierno

GENEROS % %

Penicillium 44 30

Eupenicillium 0 10

Aspergillus 11 20

Eurotium 11 10

Mucor 11 10

Candida 11 10

Debaryomyces 11 10

N° de géneros 6 7
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Como se puede observar, en el otofio, el género Penicillium, presenté el mayor
namero de especies (4) en la superficie de los embutidos. ElI género Aspergillus
presentd tan solo una especie y fue recuperada de dos muestras. El resto de los
géneros contribuyeron a la composicion de la micobiota con una especie.

Con respecto a las levaduras, ambos géneros aislados, Candida vy

Debaryomyces, se recuperaron en todas las muestras analizadas.

En invierno, la composicion de la micobiota estuvo constituida por los mismos
géneros que en la estacién otofial. Sin embargo, se incorporé un género que hasta la
actualidad no fue reportado en la superficie de productos carnicos fermentados secos
en la Argentina, Eupenicillium. Este género, caracterizado por presentar ambas fases
reproductivas en el mismo momento (sexual y asexual) fue descripto en el afio 1979
por Pitt (1979) y reportado por Leistner y Ayres en el afio 1968 en carnes secas 0
curadas. Por ello fue sorprendente su hallazgo, ya que en estudios previos llevados a
cabo en fabricas ubicadas en la misma zona geografica (Castellari et al., 2010) no fue
reportado.

Penicillium, al igual que en el otofio, present6 el mayor nimero de especies (3),
seguido por Aspergillus, donde se describieron 2 especies.

Una amplia variedad de especialidades de productos carnicos fermentados,
son elaborados en todo el mundo. Tradicionalmente, las piezas son colonizadas por la
micobiota espontdnea del ambiente. La composicion y desarrollo de esa micobiota
depende de la naturaleza del producto, de las condiciones y tiempo de maduracion. Si
bien son productos elaborados con diferentes protocolos y en sitios geograficos muy
diferentes, las especies identificadas en general pertenecen a los géneros Penicillium,
Aspergillius y Eurotium. La presencia de estos géneros fue reportada en distintas
especialidades de embutidos céarnicos fermentados por numerosos investigadores.

Andersen (1995) estudié la composicion de la micobiota de embutidos fermentados e
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identificé seis géneros, destacando un nimero importante de especies de Penicillium.
Lépez Diaz et al. (2001a) caracterizaron la micobiota de chorizo de Cantimpalos y
determiné que el 70% de los aislamientos pertenecieron al género Penicillium vy el
30% restante a especies del orden Mucorales. En Argentina, Ludemann et al. (2004b),
Pose et al. (2004) y Castellari (2006) caracterizaron la micobiota espontanea que
colonizo la superficie de embutidos secos y determinaron que la misma fue dominada
por especies de Penicillium.

En el caso de productos carnicos embutidos, como el “salami”, cuyo tiempo de
maduracion es significativamente menor al de las piezas enteras (jamones),
Penicillium dominé la micobiota al comienzo del proceso, mientras que en etapas
posteriores las especies de este género se reduce y se incrementan las especies de

Aspergillus y Eurotium (Dragoni and Marino, 1979; Dragoni et al., 1988).

4.2.1. LAS ESPECIES

Con respecto a la frecuencia de aislamiento de las distintas especies

identificadas, en la tabla 7 , se indican las frecuencias de aislamiento de cada especie,

en los dos momentos evaluados (otofio e invierno).
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Tabla 7. Frecuencia de aislamiento (%) de las especies fungicas aisladas de la

superficie de productos carnicos embutidos secos.

ESPECIES Otofio Invierno
Penicillium verrucosum 84 60
P. nalgiovense biotopo 1 60 80
P. nalgiovense biotopo 6 4 0
P. chysogenum 8 32
Eupenicillium javanicum 0 8
Eurotium amstelodami 56 24
Mucor racemosus 24 4
Aspergillus flavus 8 4,1
A. niger 0 8
Debaryomyces hansenii 84 100
Candida parapsilosis 64 100
TOTAL 9 10

Como se puede observar, las especies de Penicillium, presentaron junto a las
levaduras la mayor frecuencia de aislamiento en las dos estaciones climéticas. En el
otofio la frecuencia de aislamiento de P. verrucosum fue la mas alta, seguida por P.
nalgiovense biotipo 1. Con respecto a P. nalgiovense biotipo 6 (de esporulacién
blanca), es importante destacar que no fue aislada en estudios anteriores en esta
fabrica (Castellari, 2006; lIraizoz et al., 2009). Esta especie es habitualmente
recuperada de la superficie de embutidos fermentados secos elaborados en fabricas
que realizan la inoculacién superficial con cepas comerciales de esta especie,

(Castellari et al., 2010).
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Durante la estacion invernal, se pudo apreciar un descenso en la frecuencia
de aislamiento de P. verrucosum, cuya frecuencia se redujo de 84 a 60%. Castellari
(2006) report6 para esta especie, aislada en invierno, de la superficie de productos
elaborados en esta fabrica, una frecuencia de aislamiento menor en este trabajo, (38
%). En cambio, las frecuencias de aislamiento de P. nalgiovense biotipo 1 y de P.
chrysogenum se incrementaron durante esta estacién, constituyendo la primera de
ellas, la de mayor frecuencia, entre los hongos filamentosos caracterizados.

Cabe destacar, como ya se menciond, la presencia de E. javanicum, que
aunque con baja frecuencia de aislamiento, no habia sido reportada en estos
productos en la Argentina.

Con respecto al niumero total de especies de hongos filamentosos, cabe
indicar que estudios anteriores llevados a cabo en la estacion invernal es esta misma
fabrica, determinaron la presencia de 14 especies de hongos filamentosos (Castellari,
2006). Sin embargo, en este trabajo las especies de hongos filamentosos alcanzaron
el numero de 8. Posiblemente la estabilidad de la atmdsfera en el interior de las
camaras de fermentacién y maduracién de la fabrica, tengan influencia en la
composicion de la micobiota espontanea que finalmente coloniz6 la superficie de los
productos.

Las 2 especies de levaduras, incrementaron su frecuencia de aislamiento en el

invierno, hallandose en el 100% de las muestras evaluadas.
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4.2.2. CARACTERIZACION DE LA MICOBIOTA POR PRODUCTO

La presencia de diferentes especies fungicas y su frecuencia de aislamiento en los
diferentes productos, elaborados en ambas estaciones climéaticas evaluadas puede

observarse en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Frecuencia de aislamiento (%) de las especies fungicas aisladas de la
superficie de productos carnicos embutidos secos en relacion al tipo de producto para

la estacion de otofo:

Frecuencia de aislamiento (%)
ESPECIES Longaniza Chorti_zo Chorizo Chistorra Salame | Chorizo seco
Salame tipo Seco ”|po st_eco de picado tipo criollo
calabresa croflo eslpq Navarra mediano
pafiol

P. verrucosum 100 100 100 75 50 100 0

P. nalgiovense | 100 100 100 25 25 25 100
biotipo 1

P. nalgiovense 25 0 0 0 0 0 0
biotipo 6

A. flavus 25 0 0 0 25 0 100
P.chrysogenum 0 25 0 0 25 0 0

E. amstelodami 100 100 100 50 0 0 0

M. racemosus 0 0 0 25 25 100 0

D. hansenii 100 0 100 100 100 100 100
C. parapsilosis 0 50 100 100 100 50 0
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Tabla 9. Frecuencia de aislamiento (%) de las especies fungicas aisladas de la

superficie de productos carnicos embutidos secos en relacion al producto para la

estacion invernal.

Frecuencia de aislamiento (%)

ESPECIES Chorizo Longaniza Longaniza Chorizo Chorizo Chistorra de Chorizo

Espafiol tipo calabresa cantinera seco criollo | tipo criollo Navarra picado

grueso

E. javanicum 0 25 25 0 0 0 0
P. verrucosum 25 50 50 100 100 100 0
P. nalgiovense 100 100 100 100 100 50 0
biotipo 1
P. chrysogenum 100 0 25 0 100 25 0
A. flavus 25 0 0 0 0 0 0
A. niger 0 0 0 75 50 0 0
E. amstelodami 0 0 50 75 0 0 33,3
M. racemosus 0 0 0 0 0 25 0
D. hansenii 100 100 100 100 100 100 100
C. parapsilosis 100 100 100 100 100 100 100

En la estacion otofial, se pudo observar que el tiempo de maduracién que presentaron
los embutidos (que fue de entre 10 y 30 dias), no tuvo influencia en las especies de
Penicillium que colonizaron la superficie. Sin embargo, en el caso de Eurotium, se
determind que los productos que fueron colonizados por este género presentaron un
tiempo de maduracion prolongado (cercano a los 30 dias).

P. nalgiovense biotipo 1 se aisl6 en todos los productos muestreados aungue con

frecuencias diferentes que estuvieron en un rango de entre 25y 100%. En segundo
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lugar se ubicaron P. verrucosum y una levadura, D. hansenii, que se aislaron en 6 de
los 7 productos evaluados. En el caso de P. verrucosum, su presencia es muy
importante ya que como se indicé en los antecedentes de este estudio es una especie
reportada como micotxigénica. En cambio, D. hansenii, ha sido estudiada por
diferentes grupo de investigadores de todo el mundo debido a sus propiedades
favorables para la maduracion de embutidos, que incluyen la contribucién del aroma y
sabor (Martin et al., 2004) y la proteccion del embutido por la formacion junto a los
hongos filamentosos de una cubierta protectora que impide la formacion de bordes
secos y untuosos y la desecacion del producto (Lucke, 1987).

El resto de las especies se aislaron en un porcentaje que varié entre el 14% (P.
nalgivense biotipo 6), el 41% (P. chrysogenum) y 57% (E. amstelodami). En el caso
de E. amstelodami, cabe destacar que solamente se aisl6 de productos que
presentaron un tiempo de elaboracién prolongado (de entre 20 y 30 dias). Esto fue
debido posiblemente a que esta especie es descripta como xerdfila ( Pitt; Hocking,
1997), es decir que se adapta favorablemente a ambientes con reducida actividad de
agua (aw), condicién que se produce en embutidos madurados, donde la pérdida de

humedad es importante y la fraccibn molar de NacCl del producto se incrementa.

Durante el invierno, P. nalgiovense biotipo 1 y P. verrucosum fueron las especies de
hongos filamentosos que dominaron la composicién de la micobiota en todos los
productos muestreados, ya que estuvieron presentes con frecuencias de aislamientos
elevadas (Tabla 9) y ademas en el 86% de los embutidos. Se observé también un
incremento en la presencia y frecuencia de aislamiento por producto de P.
chrysogenum, con respecto al otofio. Esta especie es productora de antibiéticos del
tipo B-lactamicos (Andersen; Frisvad, 1994; Castellari, 2006), metabolito secundario
no deseado en los alimentos. La presencia de cepas de P. chrysogenum colonizando
productos carnicos fermentados elaborados en la zona de estudio fue evaluada por

Castellari et al (2010), quienes determinaron que en 4 de 5 fabricas elaboradoras de
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embutidos céarnicos, ubicadas en la region sudeste de la provincia de Buenos Aires, se
caracterizaron cepas de P. chrysogenum, productoras de compuestos antimicrobianos
del tipo B-lactamicos.

Las levaduras, por otro lado, estuvieron presente en todos los productos estudiados y

con frecuencias de aislamiento de 100% para ambas especies (Tabla 9).

Todas las especies de hongos filamentosos y levaduras identificadas con
excepcion de E. javanicum, fueron reportadas por numerosos investigadores de la.
Argentina y otros paises del mundo, donde el consumo de embutidos carnicos secos
en habitual en la dieta de los habitantes.

Las especies de Penicillium identificadas en este estudio, fueron reportadas por
numerosos autores como constituyentes de la micobiota natural que coloniza la
superficie de embutidos fermentados secos, asi como también de otros productos
carnicos elaborados con piezas enteras (Castellari, 2006, Ludemann et al., 2004b;

Laich, Fierro and Martin 1999hb).

4.2.3. ESPECIES POTENCIALMENTE MICOTOXIGENICAS

En este estudio se aislaron cepas de las especies P. verrucosum, reportada
como productora de ocratoxina A y A. flavus, reportada como potencial productora de
Aflatoxina B1 y B2. Ambas especies representaron el 20% del total de las especies
identificadas en la fabrica, durante el periodo estudiado.

Durante el otofio P. verrucosum se aisl6 en el 86% de los productos
muestreados alcanzando frecuencias del 100%, mientras que A. flavus, se aislo en el
42% de los productos con frecuencias de entre 25 y 100%.

Durante la estacion invernal, P. verrucosum, si bien se aislé en el 86% de los

productos muestreados, su frecuencia se redujo con respecto al nimero de piezas por
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productos en las que se caracteriz0, en el otofio. Por otro lado, A. flavus se aislé en un
sélo tipo de embutido (14%) y con frecuencia baja (25%), debido posiblemente a las
menores temperaturas presentes en el interior de las camaras que desfavorecen la
colonizacién de esta especie.

Para la misma fabrica, en las estaciones climaticas de primavera y verano,
Iraizoz et al., (2009) determinaron ademas de las especies anteriormente descriptas,
las especies Alternaria infectoria, A. terreus y A. fumigatus, reportadas por la
bibliografia de referencia como potenciales productoras de micotoxinas, alternariol (A.
infectoria), Aflatoxina B1 (A. terreus) y Ocratoxina A y Aflatoxina B1 (A. fumigatus).
Estas especies representaron el 40% del total de especies caracterizadas en ese

periodo evaluado (primavera-verano).

4.3. CAPACIDAD TOXIGENICA DE LOS AISLAMIENTOS IDENTIFICADOS COMO

PRODUCTORES POTENCIALES DE MICOTOXINAS.

Se analizaron 21 aislamientos de hongos filamentosos. De ese numero, 18
correspondieron a P. verrucosum, y 3 pertenecieron a A. flavus.
Para los aislamientos de P. verrucosum, se evalu6 la presencia de Ocratoxina A, y

para A. flavus la de Aflatoxina B1.  Los resultados se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Evaluacién de presencia / ausencia de micotoxinas en los aislamientos

evaluados.
N° aislamientos
Especie Evaluados Micotoxina Positivas  Negativas
P. verrucosum 18 OTA 8 10
A .flavus 3 AFB1 0 3

Del total de aislamientos de P. verrucosum evaluados, 11 correspondieron al
muestreo de otofio y siete al muestreo de invierno.

Con respecto a los aislamientos de A. flavus, dos fueron obtenidos en el otofio y el
restante en la estacion invernal.

Los resultados obtenidos determinaron que el 44% de los aislamientos
evaluados para determinar la capacidad de produccién de OTA, fueron positivos,
mientras que en le caso de A. flavus, ningun aislamiento present6 la capacidad de
producir Aflatoxina in vitro, a partir de la técnica utilizada.

Haciendo referencia a la capacidad de produccién de OTA por las cepas de P.
verrucosum, se determin6 que el 27% de las mismas correspondieron a aislamientos
de otofio y el 72% a los obtenidos en invierno.

A partir de los resultados obtenidos se pudo determinar que en los productos
carnicos embutidos secos, el porcentaje de cepas productoras de OTA en las
estaciones invernales en Balcarce, fue inferior al reportado por la bibliografia de
referencia, que indica que en general el porcentaje de cepas productoras oscila entre
el 56% y el 96%. (cita Rev Iberoam 2000). Por otro lado, estudios realizados por
Iraizoz et al (2009) en la misma fabrica elaboradora, pero en las estaciones calidas

(primera y verano) revelaron que el 90% de las cepas de P. verrucusum aisladas de la
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superficie de productos carnicos embutidos fermentados secos, produjeron OTA in
vitro, detectada a partir de la técnica de TLC utlizada. Estas determinaciones
coinciden con las reportadas por la bibliografia de referencia y destacan la importancia
o relevancia del factor “estacion climatica” en la incidencia de cepas productoras de

micotoxinas que colonizan estos productos.

4.4. CONSIDERACIONES FINALES

Los metabolitos secundarios (antibiéticos y micotoxinas) son producidos por
numerosas especies fangicas sobre el alimento y son capaces de difundir hacia el
interior del mismo (Leistner, 1984). Esto lleva a tener productos no seguros desde el

punto de vista sanitario

Una extensa lista de trabajos sobre el estudio de las micotoxinas en los alimentos y
su riesgo potencial en la salud humana fueron publicados. Estos metabolitos
secundarios fueron identificados en productos de origen vegetal y animal. Andersen
(1995), encontrd que el 20% de las especies identificadas en su estudio de evolucion
de la micobiota en productos carnicos embutidos fermentados en lItalia, fueron
micotoxigénicas. Ademas indicé que es de gran importancia realizar la correcta
identificacion de las especies con el objeto de detectar la presencia de aislamientos
potencialmente productores de micotoxinas y antibiéticos. En Argentina, Ludemann et
al. (2004b) indicaron que el 51% de las especies de Penicillium identificadas en
salamines comercializados en diferentes supermercados de la provincia de Buenos
Aires, fueron reportadas como micotoxigénicas. En estudios posteriores realizados por
Castellari (2006) y Castellari et al., (2008) se determiné que entre el 43 y 50% de las
especies flngicas identificadas y con alta frecuencia de aislamiento, en los ambientes
de las fabricas ubicadas en la zona sudeste de la provincia de Buenos Aires, eran

potenciales productoras de micotoxinas.
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La utilizacion de cultivos iniciadores permite controlar las poblaciones microbianas
de los embutidos fermentados secos, evitando el desarrollo de una micobiota
potencialmente micotoxigénica y que pueda otorgar un aspecto externo no deseado.
Ademas se obtiene una produccion estandarizada y de caracteristicas Optimas para
ser introducidas en los mercados internacionales. Numerosas especies del género
Penicillium fueron seleccionadas para ser utilizadas como cultivos iniciadores en
productos cérnicos embutidos fermentados. Una de ellas es P. nalgiovense biotipo 6
ya que se adapta adecuadamente a las condiciones ambientales de las fabricas. Esta
especie desarrolla sobre la superficie del producto una capa blanca y uniforme,
mejorando su aspecto exterior y desplazando a especies potencialmente
micotoxigénicas pertenecientes a la micobiota espontanea del ambiente.

La preocupacion por la presencia de micotoxinas en los alimentos fue creciendo.
Es asi que la legislacion europea fue modificandose en los dltimos afios para incluir
nuevos alimentos que deben ser controlados y ampliar el nimero de micotoxinas a
detectar. Asimismo, es previsible que en algunos paises aumenten las micotoxinas y
alimentos para los que se establecera un limite maximo y/o que la ausencia de

microorganismos toxigénicos sea un criterio de importancia (Nufez et al., 2003).

Como la exclusién total de los hongos de los productos carnicos puede afectar la
calidad y caracter del producto, el uso de cepas fungicas no téxicas como cultivos
iniciadores es el método mas apropiado para minimizar los riesgos sanitarios debidos
al desarrollo de hongos micotoxigénicos (Nufiez et al.,, 1996). Por tal motivo es de
esperar que en un futuro la legislacion requiera la utilizacion de cepas bien

caracterizadas y no productoras de micotoxinas.
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5. CONCLUSIONES

La hipétesis propuesta en el presente estudio “Sobre la superficie de productos
carnicos embutidos secos elaborados en Balcarce, se desarrollan cepas
pertenecientes a los géneros Penicillium y Aspergillus que tienen la capacidad de

producir micotoxinas ” se acepta.

1. Penicillium es el género aislado con mayor frecuencia a partir de la micobiota

superficial de los embutidos fermentados secos.

2. Penicillium nalgiovense biotipo 1 y P. verrucosum son las especies aisladas

con mayor frecuencia

3. El género Eurotium se detect6 con mayor frecuencia en otofio.

4. EIl género Aspergillus se aislé en ambas estaciones climatologicas con baja

frecuencia.

5. Se identific6 Eupenicillium javanicum, una especie que no fue reportada en

productos carnicos en Argentina.

6. Las levaduras se aislaron con alta frecuencia que alcanzé el 100% en el

invierno en todos los productos.

7. El 44,4% de los aislamientos de P. verrucosum evaluados resultaron positivos

para la micotoxina ocratoxina A.
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8. El 100% de los aislamientos de A. flavus resultaron negativos para la presencia

de Aflatoxina.
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