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RESUMEN

Numerosos estudios informaron sobre la susceptibilidad de las especias a estar
contaminadas con bacterias, mohos y levaduras, las cuales revelan ausencia de buenas
practicas agricolas y de manufactura durante los procesos de cultivo, secado y
almacenamiento. Asi también, el manejo tradicional con agroquimicos y compuestos
sintéticos para el control de mohos fitopatdgenos y micotoxigénicos, han ocasionados
diversos problemas como la toxicidad de usuarios y dafios al medio ambiente. Por esta
razon, actualmente existe la tendencia a desarrollar técnicas alternativas, por ejemplo
extractos de plantas con efectos antifungicos. En este contexto se determind la calidad
microbiologica y micologica de pimenton (Capsicum annum L.) producido en el
departamento de Santa Maria, provincia de Catamarca, para evaluar el potencial riesgo de
la presencia de microorganismos patdgenos y especies fngicas micotoxigénicas y plantear
estrategias como alternativas de control con extractos naturales de Fourensia blakeana. Se
analizaron 15 muestras de tres cosechas diferentes (2010, 2011 y 2012) obtenidas de los
principales establecimientos del departamento. Se realiz6 la determinacion de a,, recuentos
de aerobios mesofilos (RAM) en agar para recuento en placa, coliformes totales (CT) en
Agar Bilis Rojo Violeta Lactosa y mohos y levaduras en Agar Dicloran Glicerol 18%
(DG18). Se siguid la metodologia de BAM (1995) para la determinacion de Salmonella
spp. Los resultados de las determinaciones realizadas fueron: a,, rango comprendido entre
0,2 y 0,5; RAM valores entre 5,0.10° y 3,7.10" (UFC/g); CT cantidades <10 UFC/g y
5,6.10° UFC/g; ausencia de Salmonella spp. en todas las muestras analizadas; recuento
total de mohos y levaduras en un rango comprendido entre 2,0.10° y 1,9.10° (UFC/g). El
género predominante fue Aspergillus (98,2% - 6,6%); Alternaria, Rhizopus y Penicillium
también fueron aislados muy frecuentemente. Se identificaron 18 especies pertenecientes a
los géneros Aspergillus, Penicillium y Alternaria. El efecto inhibitorio de los extractos de
F. blakeana indicaron que pueden ser considerados como potenciales antifingicos sobre
Aspergillus ochraceus, A. parasiticus y A. niger, resultando los extractos cloroférmico y

hexanico los mas activos sobre A. ochraceus.

Palabras claves: pimenton — microbiologia — micologia — extractos naturales — actividad

antifingica
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SUMMARY

Several studies reported the susceptibility of spices to be contaminated with bacteria,
molds and yeasts, which reveals the absence of good agricultural and manufacturing
practices during cultivation, drying and storage processes. Likewise, various problems (for
example, toxicity of users and damage to the environment) arises from the traditional
management of agrochemicals and synthetic compounds for to control phytopathogenic
and mycotoxigenic molds. For that reason, at present there exists the tendency to develop
alternative techniques, as, for example, plant extracts with antifungal effects. In this
context, microbiological and mycological quality of pepper (Capsicum annum L.), from
Santa Maria, Catamarca, was determined to assess the potential risk due to the presence of
pathogens and mycotoxigenic fungal species. Alternative control strategies are proposed
by using natural extracts of Fourensia blakeana. Fifteen samples from three different
harvests (2010, 2011 and 2012) obtained from the main department producers were
analyzed. Activity water, aerobic mesophilic counts (RAM) on agar plate count (PCA),
total coliforms (CT) on Violet Red Bile Lactose Agar, and molds and yeasts in 18%
Glycerol Agar Dicloran (DG18) were performed. Determination of Salmonella spp. was
carried out following BAM methodology (1995). The results obtained were: 0,2 - 0,5 ay,
5,0.10° - 3,7.10" CFU/g of RAM; <10 - 5,6.10* CFU/g of CT; absence of Salmonella spp.
in 50 g in all samples analyzed; 2,0.10% - 1,9.10° CFU/g of molds and yeast. Aspergillus
was the predominant genus isolated (98,2% - 6,6%); Alternaria, Rhizopus and Penicillium
were also isolated very frequently. Eighteen species belonging to Aspergillus, Penicillium,
and Alternaria genera were isolated. The determinations made were: a,, range between 0,2
and 0,5; 5,0.10° and RAM values between 3,7.10" (CFU/g); CT amounts <10 CFU/g and
5,6.10* CFU/g; absence of Salmonella spp. in all samples; total count of molds and yeasts
in a range between 2,0.10° and 1,9.10° (CFU/g); total mold count among 2,0.10% and
4,2.10* (CFUIg); Aspergillus gender was predominant (98,2% - 6,6%); Alternaria,
Rhizopus and Penicillium were also isolated very frequently; 18 species of Aspergillus,
Penicillium, and Alternaria were isolated. The inhibitory effect of extracts indicated that F.
blakeana could be considered as potential antifungal on Aspergillus ochraceus, A.
parasiticus, and A. niger. Hexane and chloroform extracts were the most active against A.

ochraceus.

Keywords: paprika - microbiology - mycology - natural extracts - antifungal activity



INTRODUCCION

Las nuevas tendencias de los consumidores estan orientadas a suplantar o reducir la sal en
la elaboracion de los alimentos, utilizando la gran variedad de hierbas y especias con la que
se dispone. Especias como el pimentdn, pimenta, azafran, proveen del gusto y resaltan los

sabores de aquellos, sin enmascararlos y logrando que resulten mas agradables al paladar.

Sin embargo, este suplemento puede resultar una fuente importante de contaminacion
microbiana (Mckee, 1995) implicando un riesgo para la salud publica, ya que pueden ser
incorporadas directamente y no recibir ningun tratamiento adicional posterior (Banerjee et
al., 2003).

Tanto en nuestro pais como en otros, el pimenton (Capsicum annum L.) es una especia
muy utilizada como adobo en carnes y embutidos, ademas de saborizante y colorante en la

cocina domeéstica y en la industria alimenticia.

El pimenton procedente de establecimientos pimentoneros esta sujeto al analisis de
parametros fisicoquimicos de calidad tales como color, humedad, extracto etéreo, fibra
bruta, entre otros, para su posterior clasificacion comercial. Estas caracteristicas se ven
modificadas por contaminaciones quimicas y biolégicas de la materia prima. Entre las
alteraciones biologicas se encuentran las causadas por bacterias, hongos y levaduras que se

desarrollan durante las diversas etapas del procesamiento tecnolégico.

Las especias poseen una flora microbiana natural con un elevado nimero de bacterias y
hongos, resultantes de practicas sanitarias deficientes durante la produccion (De Boer et
al., 1985). Numerosas investigaciones a nivel mundial han informado altos niveles de
contaminacion bacteriana y flngica en hierbas y especias, por lo que es fundamental un
estricto control en todas las etapas de produccion y procesamiento, para evitar la alteracion

de los alimentos y las enfermedades transmitidas por ellos (McKee, 1995).




Muchas especias se cultivan en paises en desarrollo o cerca de los trépicos, donde las
préacticas de higiene y saneamiento son muy diferentes a las naciones de mayor desarrollo
(ASTA, 2011). De este modo, se debe destacar que la produccion de pimentdn se efectla

en zonas donde el clima predominante es calido y humedo.

Debido a las deficientes condiciones de manufactura en la cadena de produccion del
pimenton (pre cosecha, cosecha, obtencion, almacenamiento y distribucion), es que resulta
una especia vulnerable a la contaminacién por mohos filamentosos. Los géneros
Aspergillus y Penicillium se encuentran con mayor frecuencia, y son los responsables de la
descomposicion y produccion de micotoxinas en los alimentos (Santos et al., 2011).

Ademas, el desarrollo de una amplia gama de microorganismos como las Enterobacterias,
bacterias mesdfilas, se ven favorecidas por este clima célido y humedo, quienes resultan
ser indicadores de higiene y sanidad del lugar donde se cultivan y procesan las especias
(Banerjee et al.,2003).

Es de importancia sefialar que el pimenton es considerado a nivel mundial como una de las
especias mas susceptibles de estar contaminadas con aflatoxinas, una familia de
micotoxinas cancerigenas, producidas por distintas especies del género Aspergillus.
Recientemente, en Espafia, Zimbabwe, Brasil y Pert (Almela et al.,2007), se ha encontrado

la ocratoxina A, otra micotoxina de gran importancia, en muestras de pimenton.

La contaminacion fangica puede ocurrir durante el cultivo, pero también durante el secado
y el almacenamiento si las condiciones son propicias, y se ve favorecida por las practicas
tradicionales del proceso de secado y produccion. Durante el secado se debe mantener una
baja actividad acuosa y el valor final debe ser menor a 0,60 que es equivalente a un
contenido de Humedad Relativa (HR) menor a 60% (ASTA, 2011; Codex Alimentarius
1995; ESA, 2004).

Si bien los hongos son los principales microorganismos contaminantes en especias, debido
a su utilizacion como ingredientes en distintos alimentos, también resulta de interés
conocer su calidad bacterioldgica. La baja a, y el bajo pH, son factores que van a
determinar la capacidad de los mohos para desplazar a las bacterias y levaduras en la

carrera por colonizar el alimento.




En Argentina, la principal zona productora de pimentdn comprende la region de los valles
Calchaquies que abarca las provincias de Salta, Catamarca y Tucuman. El departamento
Santa Maria, situado en la provincia de Catamarca, es uno de los principales productores

de la region.

Hasta el momento no existen referencias de la calidad microbiol6gica y micoldgica del
pimenton producido en nuestro pais, por lo que resulta de interés conocer estos datos a
nivel regional evaluando el potencial riesgo de la presencia de microorganismos patogenos
y de hongos, con especial referencia a especies potencialmente productoras de

micotoxinas.

En la actualidad, es ampliamente conocido que los programas de seguridad alimentaria se
basan en la prevencion de la contaminacion de alimentos, llevados a cabo mediante la
implementaciéon de Buenas Précticas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) y Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP).

A pesar de los grandes logros que se han obtenido en el campo de la prevencion y control
de la contaminacion con micotoxinas, en Latinoamérica aun se deben implementar
programas de mayor envergadura hacia este objetivo. Se hace necesario realizar mas
investigaciones sobre la presencia de hongos y sus metabolitos en alimentos para consumo
humano, tal es el caso del pimentdn, que por sus caracteristicas microbiol6gicas y practicas
de manejo durante el ciclo de producciéon y almacenamiento, asociado a condiciones
ambientales desfavorables como alta temperatura y elevada humedad relativa podrian
aumentar el riesgo de ocurrencia de la presencia de contaminacion fungica y la potencial

produccién de micotoxinas.

Asi mismo es significativo referirse que actualmente el control de hongos fitopatdgenos y
toxicogénicos tiende a la aplicacion de técnicas alternativas. EI manejo tradicional con
agroguimicos y compuestos sintéticos han ocasionados diversos problemas como la
toxicidad de usuarios, detencion de exportaciones por residuos en productos y dafios al
medio ambiente (Legarreta & Cuéllar, 2002) y a organismos benéficos. Otro aspecto
importante es que los agentes fitopatdgenos han generado resistencia ante los componentes
activos de algunos fungicidas sintéticos (Cooke et al., 2003), ocasionando grandes pérdidas

econdmicas.




Una alternativa econémica y eficiente para el control de enfermedades es el uso de
productos naturales derivados de las plantas, que no afectan al medio ambiente debido a
que sus residuos son degradables, faciles de utilizar como potenciales agentes de control de
patdgenos en productos agricolas y permiten la obtencién de productos con calidad de
exportacion. Los extractos vegetales se han empleado desde tiempos remotos para el
control de plagas, insectos y otros agentes fitopatogenos (Gallardo-Guerrero et al., 2010;
Jasso De Rodriguez et al., 2007).

Existe una extensa diversidad vegetal en nuestro pais, especialmente en la region del
Noroeste Argentino (NOA), que puede ser evaluada desde el punto de vista fitoquimico
para determinar su actividad bioldgica sobre hongos fitopatdgenos y productores de

micotoxinas.

En este contexto se planted el presente estudio que comprende dos aspectos fundamentales:
= El conocimiento de la calidad microbioldgica y micolégica del pimenton
(Capsicum annum L.) producido en el departamento de Santa Maria, provincia de
Catamarca, con especial atencion en la presencia de microorganismos patégenos y
especies fungicas productoras de micotoxinas de potencial riesgo para la salud.

= El planteo de nuevas alternativas de control mediante el uso de productos naturales

derivados de las plantas y ecolégicamente sustentables.




2. MARCO TEORICO

2.1  El pimiento (Capsicum annum L.) para pimentén. Generalidades

El pimiento (Capsicum annum L.) pertenece a la familia de las Solanaceas, nativo de
América, especialmente de la zona de México, Peru y Bolivia, su distribucion se ha hecho
global con la llegada de los conquistadores a este continente y su introduccién en Europa
(Nuez Vidals et al., 1996).

Su uso significd un avance coquinario, ya que suplementaria y sustituiria a otra especia
muy usada como la pimienta negra (Piper nigrum L.), de consideracién comercial entre
Oriente y Occidente (Nuez Vifals et al., 1996). La demanda mundial de pimiento para
pimenton crece a medida que las préacticas de consumo son propensas hacia alimentos

inocuos, naturales y funcionales (Nuez Vifals et al., 1996).

El pimiento para pimenton es un cultivo cosmopolita presente en casi la totalidad de las
zonas templadas y calidas, es una planta herbacea anual cuyo fruto es una baya hueca, de
color y forma variada, superficie lisa y brillante. Cuando los frutos maduran presentan
color rojo, olor caracteristico, forma redondeada o cénica, el caliz de color verde con cinco
0 seis dientes y pedunculo corto y curvado (Nuez Vifals et al., 1996). Las caracteristicas
agricolas del cultivo estan relacionadas con un tipo de suelo rico en materia organica,
aireados, permeables y profundos. Es insensible a la acidez del suelo adecuandose bien
entre un pH de 5,5y 7 (Vilmorin Diaz, 1977).

En Argentina, esta especie de pimiento se cultiva en las provincias de Salta, Catamarca y
Tucuman desde hace més de 70 afos, convirtiendose en un cultivo de relevancia para las

economias de esas regiones.




2.1.1 Situacién actual del pimiento para pimentdn

En el afio 2008, la FAO (FAOSTAT, 2008) informd que el area de produccion en todo el
mundo para Capsicum fue 1.766.502 ha, con una produccién de 2.799.888 toneladas de la
cosecha producto por afio. La produccion de pimenton varia entre los paises, pero por lo
general se produce en las zonas tropicales y subtropicales donde el clima es calido y
hdmedo (Santos et al., 2011).

2.1.2 Localizacion geografica

En nuestro pais, el cultivo y la elaboracion del pimenton, se sitian especialmente en la
region de los Valles Calchaquies, en el Noroeste del pais, valles que se extienden de norte
a sur por las provincias de Salta, Tucuman y Catamarca (Codex Alimentarius CX/SCH
14/01/6). Dentro de los valles el cultivo y la produccion de pimenton se realiza en la
provincias de Salta, departamentos de Cachi, Molinos y San Carlos; en Catamarca,
departamentos de Santa Maria y Belén; y Tucumén, en Amaicha del Valle (Codex
Alimentarius CX/SCH 14/01/6). La produccion de pimiento para pimenton es una de las

actividades productivas mas difundidas en la zona del norte Argentino (Duréan et al., 2010)

Existen dos tipos de pimientos difundidos en las zonas de cultivo: los redondos o “bolita
saltefio” y los largos o “trompa de elefante”. Debido a la mayor disponibilidad de semillas
adaptadas al pais, y porque brinda un considerable rendimiento por planta, es que el

pimiento largo es el mayormente utilizado (Pico Zossi et al., 2013).

El departamento Santa Maria se ubica en la zona oeste de la provincia de Catamarca, a
2000 metros sobre el nivel del mar (msnm) y posee una extensién de 5.796 km?. Las
caracteristicas climaticas de la zona corresponden a precipitaciones medias anuales de 180
mm; una temperatura media de 15 °C (minima absoluta de -11 °C y maxima absoluta de 42
°C); un periodo de heladas de siete meses; humedad relativa de 40% y una alta duracion de
horas de sol. Los suelos son poco estructurados, de profundidad limitada y con escasa
cantidad de materia organica (<2%) y mayormente se encuentran erosionados (Pico Zossi
etal., 2013).




2.1.3 Pimento6n o Paprika
El Cddigo Alimentario Argentino (C.A.A)), en el Capitulo XVI Correctivos y
Coadyuvantes, Articulo 1233, especifica la denominacion de Pimentdn o Paprika como el

producto obtenido de la molienda de los frutos de Pimiento para pimentén.

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos en la Resolucion 76/2006
aprobd el Reglamento Técnico sobre Identidad y Calidad de Frutos de Pimiento para
Pimentdn, definiéndolos como frutos seleccionados y desecados o deshidratados de
diversas variedades y cultivares rojos de Capsicum annum L., que resultaron de un proceso

de deshidratacion natural o artificial de frutos frescos.

2.1.3.1 Elaboracién del pimentén
El pimenton es el producto resultante de la molienda de pimientos (Capsicum annuum L.)
rojos, de la variedad dulce, que son recolectados maduros, sanos, limpios y secos,

totalmente libres de ataques de plagas o enfermedades.

En la produccion de pimentdn se diferencian tres fases, siendo la primera vinculada a la
siembra, manejo y cosecha del pimiento, la segunda el secado del fruto via secado natural
0 mecanico, Y la tercera, la molienda, dando origen a un fino polvo de color rojo intenso.

Todas las etapas son importantes a la hora de obtener un producto de buena calidad.

2.1.3.2 Cultivo, cosecha, secado y molienda
El pimiento para pimentén es un cultivo de 180 dias que se inicia en el mes de agosto con

el almécigo y finaliza en los meses de marzo-abril con la cosecha (Orell, 2006).

La cosecha se realiza de forma manual cuando el pimiento estd arrugado, la intensidad de
color es maxima y el contenido de agua es minimo (Nuez Vifals et al., 1996), lo cual

ocurre en los meses entre marzo Y mayo.

El secado tradicional es solar, se realiza al aire libre por exposicion directa al sol, y
consiste en disponer los pimientos en terrenos ripiosos, elevados y empinados, lo que
beneficia el drenaje de agua en el caso de lluvias. Esta operacién se extiende
aproximadamente 30 dias para reducir el contenido de humedad a 10-15% (De, 2003).




Este modo de secado clésico en la zona es popularmente conocido como "secado en
cancha"”, el cual genera la aparicion de problemas de caracter fitosanitarios originados por
la contaminacion de la produccién. Algunos ejemplos son el desarrollo de Salmonella
originada por las cotorras (consideradas plaga), con la consecuente disminucion de la

calidad del producto final.

Las caracteristicas operacionales no posibilitan la obtencion de un pimiento seco de buena
calidad, ya que al aire libre se expone a materias extrafias como tierra, insectos,
microorganismos, que reducen la calidad del producto final, ademéas de deteriorarse gran
parte del color inicial al descomponerse los pigmentos por accion de la radiacion solar.

En la actualidad, mediante el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y
otras instituciones gubernamentales vinculadas al sector agropecuario de la zona, se ha
buscado el mejoramiento del producto final mediante la incorporacion de tecnologia y la
implementacién de Buenas Practicas Agricolas (BPA) y de Manufactura (BPM) en la
cadena de produccion para obtener mejores rendimientos y calidad del producto final (Pico
Zossi et al., 2013).

En la etapa del secado una innovacion tecnologica fue la incorporacion de un secadero
simple de bajo costo (Pico Zossi et al., 2013), con el cual se disminuy0 el tiempo de secado
en comparacion con el tradicional, obteniendo ademas pimientos secos de color oscuro y
homogéneo. Esto es porque la incidencia solar no es directa en el fruto y porque la
humedad (rocio) es detenida por el plastico transparente que forma una cubierta

protegiendo el producto (Pico Zossi et al., 2013).

En Australia, Klieber (2000) recomienda, para obtener una calidad Optima y evitar el
riesgo de desarrollo fangico y la produccion de aflatoxinas, el corte del pimiento en
segmentos, y el secado en rangos de temperatura entre 45-50 °C y una Humedad Relativa

de 20% o menos, sin superar la capacidad del equipo.

Las principales variables que determinan la calidad de secado son la cantidad de calor que
recibe el producto, la cantidad de aire seco que permite retirar la humedad y la higiene con
que se realiza el proceso. EI mantenimiento de la higiene durante el secado resulta

fundamental dado que puede utilizarse en la preparacion de comidas sin previa coccion,




razén por la cual, los habitos de buenas précticas en la seleccién, el lavado del producto
previo al secado, pueden prevenir la contaminacion del producto durante el proceso.

Una vez finalizada la etapa de secado se clasifica el producto seco separando, por un lado
todo el material sano y de color rojo intenso y por otro los frutos descoloridos, manchados
o0 con escaldaduras. La produccion es recolectada para su transporte a los establecimientos

donde se efectla la molienda.

El proceso de la molienda se realiza en molinos de piedra hasta lograr un producto suave y
reducido. Estos molinos consiguen temperaturas suficientemente elevadas para causar la
evaporacion de parte del aceite contenido en el pimiento, impactando negativamente sobre

la intensidad de su color original.

2.2 Legislacion. Limites microbioldgicos

El CAA en el articulo 1.233 define al pimentén estableciendo sélo los limites fisico-
quimicos sin demarcar los criterios microbiolégicos que deben cumplirse para este tipo de

especia.

A nivel internacional se han reportado parametros microbioldgicos en especias:

En la Legislacion de la Republica Dominicana en el Capitulo Il “Especificaciones
Microbioldgicas por Grupo de Alimentos” se establecen limites microbiologicos de
acuerdo a la Comision Internacional de Especificaciones microbioldgicas para alimentos
(ICMSF); donde los alimentos se clasifican segln su origen y/o tecnologia aplicada en su

elaboracion.

Las Especias y Condimentos se encuentran dentro del grupo N° 13, cuyos parametros

microbioldgicos son:




Tabla I: Requisitos microbioldgicos a cumplir en Especias y Condimentos segun la Republica
Dominicana ( 2009)

Limite por gramo

Parametro

C m M
Recqe_nto Aerobios 5 10° 107
Mesofilos
Mohos 2 10* 10°
Clostridium perfringens 2 10° 10°
Salmonella en 50 g. 0 - -

m = valor del parametro microbiol6gico para el cual o por debajo del cual el alimento no representa un riesgo
para la salud; c=nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un nimero de microorganismos

(3L 1]

comprendidos entre “m” y “M” para que el alimento sea aceptable; M = valor del parametro microbiolégico
por encima del cual el alimento representa un riesgo para la salud.

En la Republica de Chile se adoptan los mismos parametros que en la legislacion de la
Republica Dominicana (Instituto de Nutricion y tecnologia de los Alimentos - INTA -
Universidad de Chile, 1996).

En Lima, Perd, en el afio 2008 se aprueba por Resolucién del Ministerio de Salud
(MINSA) la Norma Técnica N° 71 “Norma Sanitaria que establece los criterios
microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo
humano”, siendo la Direccion General de Gestion Ambiental (DIGESA) el 6rgano técnico-
normativo encargado de hacer cumplir la normativa. La Tabla N° Il describe los criterios

microbiolGgicos para especias.

Tabla Il: Criterios microbiol6gicos para Especias y Condimentos Deshidratados

Agentes microbianos c Limr:]te Porg M
Aerobios esporulados 2 10° 10°
Mohos 2 10° 10*
Coliformes 2 10° 10°
Escherichia coli (*) 2 10 107
Salmonella sp. 0 Ausenciaen 25 g

(*) Sélo para los productos de consumo directo.
Fuente (Ministerio de Salud de Pert/Direccion General de Gestion Ambiental-V.01)
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La Unién Europea (UE) posee el Reglamento N° 165/2010, recomendado por la Comision
Europea febrero de 2010. Este reglamento se ocupa, entre otros, de micotoxinas y metales
pesados como cadmio, plomo y mercurio. En el caso de las aflatoxinas, la legislacion de la
UE solo cubre las especias Capsicum ssp. (frutos desecados incluidos chiles, chile en
polvo, cayena y pimentdn), Piper ssp. (Frutos, con inclusion de pimienta blanca y negra),
Myristica fragrans (nuez moscada), Zingiber officinale (jengibre) y Curcuma longa
(carcuma) (Tabla II). Para las demas especias se aplica la legislacion nacional sobre

aflatoxinas.

Los limites méximos de contenido de ocratoxina A en determinados productos alimenticios
estan regulados en la Unidn Europea por el Reglamento (CE) 1881/2006 de la Comisién de
19 de diciembre de 2006 por el que se fija el contenido maximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios, y sus posteriores modificaciones.

Las cantidades permitidas de OTA en pimenton hasta el 31/12/14 fueron de 30 pg/kg. Pero

a partir del 01/01/15, los valores exigidos fueron menores, 15 ug/kg.

Tabla Il1: Criterios microbioldgicos y limites de aflatoxinas segin la legislacion de la Unidn
Europea

Parametro Enterobacterias  Clostridium Bacillus e Aflatoxina B,? e Aflatoxina

perfringens cereus B,+B,+G+G,*
Criterio n=5, c=1, m=10 n=5,c=1, n=5,c=1, 5 ng/kg 10 pg/kg
microbiolégico  ufc/g, M=100  m=100 ufc/g, m=1000
ufc/g M=1000 ufc/g,
ufc/g M=10000
ufc/g

Capsicum spp. (frutos desecados, enteros o triturados, con inclusion de los chiles, el chile en polvo, la
cayena y el pimenton); Piper spp. (frutos, con inclusién de la pimienta blanca y negra); Myristica
fragans (nuez moscada); Zingiber officinale (jengibre); Curcuma longa (ctrcuma).

2.3 Contaminacion microbiana

La produccion de pimentdn se realiza en paises donde el clima predominante es el tropical
y subtropical, en los cuales se carece de buenas practicas de manufactura. Esto provoca
deficientes condiciones de saneamiento durante el transporte, envasado y almacenamiento,

acrecentando el riesgo de infeccion y la proliferacion microbiana, alojando bacterias y
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hongos, algunos patdgenos, deteriorantes y de importancia para la salud publica (Adegoke
et al., 1996; Banerjee et al., 2003; Mandeel, 2005; Schweiggert et al., 2005; ASTA, 2011).

El origen del pimenton dio lugar a las primeras obras que informaron sobre su
contaminacion microbiana. Christensen et al., (1967) fueron pioneros y observaron que
muestras de pimienta negra y pimenton provenientes de la India se encontraban

fuertemente invadidas por hongos y bacterias.

El crecimiento microbiano puede estar influenciado por la temperatura, el pH y otros
factores, pero en este tipo de alimento la a, resulta ser el factor mas importante que
controla el crecimiento microbiano. Las bacterias no crecen por debajo de una a, = 0,91,
siendo el wvalor limite para el crecimiento de cualquier microorganismo, de
aproximadamente 0,6 (Adams & Moss, 1995).

En los ultimos afios, la FDA ha observado un aumento en el nimero de retiros del mercado
de especias debido a la contaminacidn bacteriana. Como consecuencia de esto, se reviso la
retencion de especias que tuvieron lugar en los Estados Unidos desde 1970 a 2003.
Durante el periodo de estudio, la FDA control6 21 retiros del mercado que involucraron 12
tipos de especias contaminadas con patdgenos bacterianos; en todos los casos, excepto en
uno, las especias retiradas contenian Salmonella. EI pimentdn fue el méas frecuentemente
implicado (Vij et al., 2006).

Salmonella es una bacteria patdgena que necesita humedad para crecer, pero también,
posee la capacidad de perdurar largos periodos de tiempo en ambitos con a,, baja como son

las especias (Pinkas et al., 2014).

La gran mayoria de casos esporadicos y brotes de salmonelosis es causada por alimentos
contaminados (Scallan et al.,, 2011). Esto es de preocupacién particular cuando la
contaminacion con Salmonella no puede ser eliminada y la comida se consume sin ningun
tratamiento térmico posterior. De este modo, el papel de las especias se puede dilucidar

como fuente de enfermedades transmitidas por los alimentos (Zweifel & Stephan, 2012).

Estos organismos perjudiciales proceden del suelo, polvo, insectos y materiales de

animales y las oportunidades para su insercion en las especias puede suceder tanto en el
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cultivo, cosecha y procesamiento, como en las etapas comprendidas entre la recoleccién y
la compra de un consumidor, implicando las fases de lavado, secado, envasado,

almacenamiento o distribucién (ASTA, 2011).

Las especies bacterianas y fungicas en especias incluyen bacterias aerdbicas, bacterias
formadoras de esporas, bacterias productoras de toxinas estables a elevadas temperaturas,
bacterias proteoliticas y/o amiloliticas y hongos productores de micotoxinas (Baxter,
1986).

Algunas especies de mohos, de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium, son
productores potenciales de éstas sustancias tdxicas, siendo algunas de ellas las aflatoxinas
y ocratoxinas, gque tienen efecto mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos en seres

humanos y animales (Zinedine et al.,2006).

La actividad bioguimica de los microorganismos que prosperan y se establecen durante el
proceso de deshidratacion del pimenton puede alterar las caracteristicas organolépticas,
caracteristicas del producto y participar en procesos metabdlicos que ocurren durante el
trazado de la deshidratacion (Gallardo-Guerrero et al., 2010).

Resulta importante sefialar que existen una serie de variantes que afectan el desarrollo
microbiano de las especies. Las caracteristicas fisicas intrinsecas son una de ellas, e
incluyen la ay, la flora microbiana tipica y componentes antimicrobianos. También son
factores de relevancia la particularidad de la poblacion microbiana, las practicas de
manipulacion y almacenamiento desde el cultivo hasta el consumidor y los tratamientos

para la reduccién microbioldgica (ASTA, 2011).

2.3.1 Flora normal de las especias

Segun Gray y Pinkas en APHA, 2001, hacen referencia a la flora normal de las especias,
considerando que la materia prima de origen agricola, con la que se elaboran las especias,
presentan comunmente numerosas bacterias y hongos, donde algunos poseen la capacidad
de causar grandes deterioros y ademas, provocar serios problemas sanitarios que afectan la
salud publica. Es de importancia destacar que el medio ambiente y el modo en que se
cultivan, cosechan y producen, como asi también la naturaleza quimica de la especia,

influyen en forma directa sobre su calidad microbiologica. Asi también, es relevante tener
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en cuenta que numerosas células vegetativas mueren durante el proceso de secado, aunque

pueden sobrevivir muchas bacterias y hongos.

El elevado nimero de bacterias y mohos en los productos agricolas tiene su origen en el
suelo, sumando a la contaminacion y crecimiento bacteriano, las précticas de recoleccion,

manejo y produccién (Abou Donia, 2008).

2.3.2 Contaminacion bacterioldgica
A medida que el proceso productivo de las especias avanza en sus diferentes etapas, es
importante tener en cuenta cOmo se maneja, procesa y almacena el producto para disminuir

el potencial deterioro y contaminacion desapercibida.

El proceso de secado al sol es simple pero trae consigo condiciones antihigiénicas que
provocan elevadas cargas microbianas, especialmente de bacterias mesofilas, bacterias
anaerobias esporuladas, mohos y levaduras. La presencia de Salmonella, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, revelan serios

inconvenientes en el pimenton (Schweiggert et al., 2005).

El recuento de bacterias aerobias mesofilas es usado como indicador de la poblacion
bacterial presente en una muestra, su calidad sanitaria, aceptabilidad organoléptica,
aplicacion de las buenas practicas de manufactura y, en menor medida como un indicador
de seguridad. Puede dar informacion de las condiciones del proceso de produccion, del
almacenamiento, manipulacion de los alimentos, como asi también de la vida atil o los
inminentes cambios organolépticos de aquellos. Un recuento bajo no significa que el
producto o los ingredientes estén libres de patdgenos. Sin embargo, si el alimento muestra
valores excesivamente o0 inusualmente altos, es razonable suponer que los riesgos
potenciales para la salud sean elevados, hasta que se pueda descartar a traves de ensayos

especificos, para detectar patdgenos, su confirmacion o no.

Gallardo-Guerrero et al. (2010) realizaron una caracterizacién fisico-quimica vy
microbioldgica sobre el proceso de deshidratacion de pimiento rojo para la produccion de
pimenton, utilizando dos tipos de secadero. Obteniendo recuentos de aerobios mesofilos
iniciales entre 10%-10" UFC/g y 10%-10" UFC/g, valores muy similares en ambos

secadores. Segun la Comision Internacional sobre Especificaciones Microbiolégicas para
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los Alimentos (ICMSF) los niveles méaximos permitidos de bacterias aerobias mesdfilas
totales para pimentén debe ser 10°-10' CFU/g. Por lo tanto, estos altos niveles provienen
de la contaminacién del suelo, el medio ambiente, y heces de aves y otros animales,
contaminando el pimiento rojo, ya sea durante el cultivo o durante el tiempo de secado.
Banerjee y Sarkar (2003) también obtuvieron valores superiores a los permitidos, aunque
sus recuentos fueron inferiores a los encontrados por Gallardo-Guerrero et al. (2010), lo

que demuestra que los resultados pueden variar dependiendo de la fuente.

La importancia de la contaminacion bacteriana reside en que las especias son afiadidas
frecuentemente a los alimentos sin un tratamiento posterior que asegure su preservacion,
provocando un aumento exponencial de recuentos microbianos hasta su consumo. Ademas,
no se puede dejar de considerar la importancia de la formacidn de esporas de las bacterias,
las que pueden originar el deterioro de los alimentos enlatados y productos cérnicos
procesados, pudiendo eliminarse a través de la esterilizacion (Schweiggert et al., 2005).

Las especias son productos que poseen baja humedad, con una a, inferior a 0,60,
particularidad que impide el desarrollo de bacterias siempre y cuando las condiciones de
almacenamiento sean las apropiadas. Sin embargo si los niveles de a, son altos, existe la
posibilidad de favorecer el ambiente para desarrollo de la flora bacteriana (Pinkas et al.,
2014).

Especias como la pimienta negra y el pimenton poseen naturaleza higroscépica, que
cuando son almacenadas en espacios con elevada humedad, la a,, de la especia sera un
reflejo del % de humedad relativa (HR) de las condiciones de almacenamiento (Keller et
al., 2013). La normativa recomienda para el almacenamiento de la especias, un valor
menor a 60% con relacion a la HR (ASTA, 2011; ESA, 2013; Codex Alimentarius 1995).

Las especias comUnmente estan contaminadas con mohos de almacenamiento y bacterias
xerofilas (Kocic-Tanackov, et al 2007; McKee, 1995).

En Austria, se ha reportado en algunas especias como pimienta negra y chiles, valores
méximos de bacterias meséfilas aerobias totales mayores a 10’ UFC/g (Kneifel et
al.,1994).
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Recientemente se ha detectado en especias como el pimenton, contaminacién con
Salmonella, provocando brotes de origen alimentario y retiros del mercado de estos
productos, provocando una eminente preocupacion en la salud puablica (Gurtler et
al.,2014).

En Alemania en el afio 1993 se reportaron 1.000 casos de salmonelosis, asociados al
consumo de papas fritas condimentadas con pimenton contaminado y pimentdn procedente
de América del Sur. La misma variedad de serotipos de Salmonella fueron encontrados en
niveles <1 UFC/g en los alimentos contaminados y en los pacientes que los consumieron
(Lehmacher et al., 1995).

Los coliformes son comunes en ambientes de elaboracion de alimentos y pueden formar
parte de la microflora residente en las instalaciones, sobre todo cuando el saneamiento es
inadecuado. La mayor aplicacion de las pruebas de coliformes es en la evaluacion de la
calidad general de un alimento y las condiciones higiénicas presente durante su

elaboracion.

El grupo de coliformes son organismos aerdbicos o anaerdbicos facultativos, bacilos gram
negativos, que fermentan la lactosa y producen acido y gas a 35 °C en 48 h.

La presencia de elevados niveles de coliformes puede corresponder a una deficiencia en el
procesamiento 0 a una contaminacion posterior. Esto no evidencia que haya ocurrido

contaminacion fecal.

En el afio 2007 en Iran se estudié la calidad microbioldgica del pimentdn, entre otras
especias, cuyas muestras fueron tomadas de puestos de venta al por menor, reportandose
valores de bacterias aerobias mesofilas, coliformes, Escherichia coli y mohos que
sobrepasan los limites Nacionales Estandares de Iran (Koohy-Kamaly-Dehkordy et al.,
2013).

En Sudafrica (Baxter y Holzapfel, 1982) experimentaron con 36 especias, hierbas y
aditivos alimentarios de distintas fuentes, encontrando en el pimentdn, pimienta negra,
cilantro, pimienta de Jamaica y pimienta blanca, elevados nimeros de bacterias formadoras
de esporas (>10% UFC), como asi también se detectd la presencia de Enterococcus spp. La
presencia de bacterias aerobicas formadoras de esporas y mohos es significativa, ya que su

supervivencia o la presencia de sus toxinas después del proceso de coccion puede
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ocasionar intoxicacion alimentaria o deterioro del producto en el que se han utilizado

especias.

2.3.3 Contaminacion fungica

Como se menciond en reiteradas ocasiones, debido a las condiciones de la produccion en
paises donde prevalece el clima célido y himedo y a las situaciones desfavorables, como la
falta de higiene durante el almacenamiento, los productos derivados de Capsicum son
susceptibles a la contaminacion fangica y como tal, puede acarrear la acumulacion de
micotoxinas en estos alimentos. De este modo, los productos como el chile o pimenton
pueden estar contaminados con toxinas fangicas, como las aflatoxinas (AF), ocratoxina A
(OTA), zearalenona (ZEA) y otras micotoxinas, lo que conlleva a un riesgo para la salud
publica (Santos et al., 2008). Las AF y OTA pueden contaminar el pimentén en cualquier
etapa de la produccion, desde antes de la cosecha, durante su secado y almacenamiento
(Shundo et al., 2009).

En la India, Christensen et. al, 1967 han reportado, en muestras de pimienta negra y de
pimenton, una elevada contaminacion con hongos, principalmente especies de Aspergillus,

incluyendo A. flavus y A. ochraceus.

En el pimenton y en otras especias, los mohos que se encuentran con mayor frecuencia
pertenecen al género Aspergillus y Penicillium, quienes provocan detrimento en los
alimentos y ademas poseen la capacidad de producir micotoxinas (Santos et al., 2011;
Bokhari, 2007; El-Kadi et al., 1992; Llewellyn et al., 1981).

La produccion de estos metabolitos en el pimenton puede suceder tanto en el campo, en la
post cosecha, procesamiento y almacenamiento, siempre que las condiciones del ambiente
sean favorables. Los mohos filamentosos capaces de producir estas toxinas pueden
clasificarse de acuerdo al lugar adonde las originen. Las micotoxinas que se producen en el
campo estan relacionadas con hongos que pertenecen a los géneros de Alternaria y
Fusarium. Mientras que, las que se originan en el almacenamiento pertenecen a especies
de los generos Aspergillus y Penicillium, considerados hongos de almacenamiento
(Mandeel, 2005; Christensen et al., 1967).

El potencial de deterioro y la produccion de micotoxinas dependen de los tipos de hongos

presentes, de la composicion del alimento y de las condiciones de manipulacion y
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almacenaje. En los alimentos secos existe susceptibilidad al deterioro y a la produccion de
toxinas si su a, excede los limites y si la temperatura de almacenamiento es adecuada para

el desarrollo de mohos (Misra, 1981).

2.3.3.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidas por hongos toxigénicos,
que se sintetizan cuando su fase de crecimiento llega a la etapa final y, durante su fase
estacionaria. Son moléculas relativamente pequefias (Pm < 700) que se desarrollan en
productos vegetales provocando efectos indeseables en plantas y animales (Abarca et al.,
2000).

Las micotoxinas son un grupo diverso de compuestos con propiedades toxicas hacia los
seres humanos y animales, causando una amplia gama de efectos agudos y croénicos en la
salud colectiva conocida como micotoxicosis. Los géneros que producen estos compuestos,
pertenecen a Alternaria, Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Khalesi, 2011; Santos et al.,
2011).

Las micotoxinas suelen ingresar al cuerpo a través de diversas rutas, por ingestion de
alimentos contaminados, por inhalacion de esporas toxigénicas y por contacto directo a
través de la piel. Son sustancias que poseen una gran estabilidad al calor, por lo que
constituyen un riesgo potencial para la salud del hombre y animales. Sus propiedades
quimicas, bioldgicas y toxicologicas son diferentes y sus efectos toxicos son
extremadamente variables. La toxicidad cronica para el hombre tiene una gran
importancia, ya que esta asociado al consumo de pequefias cantidades de micotoxinas
durante periodos prolongados, provocando efectos hepatotdxicos, carcinogénicos,
teratogénicos y mutagénicos e inmunotoxicidad. Ademas, estos compuestos no sélo son
peligrosos para la salud de los consumidores, sino que también perjudican la calidad
comercial de los productos contaminados, implicando importantes pérdidas econdmicas
(Zinedine et al., 2009; Abarca et al., 2000).

Normalmente las AF, OTA y ZEA se forman en los cultivos, como asi también durante el
almacenamiento. Cuando las condiciones higiénicas son deficientes y no existe un control
de la a, durante el procesamiento, la produccion de micotoxinas en pimenton se hace

visible ocasionando severos deterioros (Santos et al., 2008).
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Aflatoxinas (AF)

Las aflatoxinas (AF) son un tipo de micotoxinas producidas por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius. La caracteristica de estas sustancias es que
son altamente cancerigenas, provocando elevados efectos toxicos cuando se ingieren

alimentos contaminados con estas toxinas (Kiran et al.,2005).

Las AF afectan al hombre y a los animales provocando efectos toxicos, tanto agudos como
cronicos. Estos efectos son: dafio hepatico agudo, cirrosis hepética, la induccion de
tumores y efectos teratogénicos (Stoloff, 1977). Sin embargo, la informacion mas reciente
indica que las consecuencias de la exposicion prolongada de AF son mas generalizadas,
incluyendo la inmunosupresion y la interferencia con la absorcion de la proteina (Williams
et al., 2004).

Las cuatro principales AF producidas naturalmente son conocidas como By, B, Gy G, y
acido ciclopiazénico (Figura 1). Las letras “B” y “G” se refieren a los colores fluorescentes
azul y verde, producidos bajo la luz ultravioleta en placas de cromatografia de capa
delgada, mientras que los ndmeros subindices 1 y 2 indican compuestos mayores y
menores (Pitt & Hocking, 2009). A. flavus produce s6lo AF B; y By, y algunas cepas de
esta especie originan el &cido ciclopiazonico (ACP). Mientras que A. parasiticus y A.
nomius producen By, By, G1 y G,. Estos cuatro compuestos son comunmente producidos en
los alimentos (Codner et al., 1963; Schroeder, 1966).

o e OCHj o e OCH;

Aflatoxina G; Aflatoxina G,

Fig. 1: Estructura quimica de aflatoxinas By, B,, G;y G,
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Se ha expresado preocupacion sobre los elevados recuentos de A. flavus en especias y
sobre la posible ocurrencia de aflatoxinas en estos productos. Si bien las cantidades
utilizadas en la mayoria de los alimentos son pequefias, las especias son afiadidas en la

preparacion de diversos productos, por lo que la presencia de este moho resulta indeseable.

Para impedir la contaminacion de productos agricolas durante el almacenamiento con AF,
se debe considerar las condiciones ambientales. Los factores que favorecen el crecimiento
de A. flavus y A. parasiticus y la posterior produccién de aflatoxinas en el almacenamiento
se ven favorecidos por la alta humedad (> 85%), alta temperatura (25°C) y la actividad de
insectos y roedores (Adegoke & Letuma, 2013).

Un estudio realizado por Horn (2003) reveld que el suelo sirve como depdsito para A.
flavus y A. parasiticus, quienes producen aflatoxinas cancerigenas y afectan a los
productos agricolas. También sugiere que el clima y la composicion de los cultivos
influencian en la densidad de especies y el potencial de produccion de aflatoxinas. Los
hongos aflatoxigeénicos residen en el suelo como conidios, esclerocios y hifas, que acttan
como indculos primarios para infectar directamente manies o para contaminar las partes
aéreas de los cultivos (maiz, semilla de algodon, nueces de arboles), a través del viento y la

dispersion por insectos.

Zinedine et al. (2006) manifestaron la presencia natural de AF en 55 muestras de
pimenton, jengibre, comino y pimienta, comercializadas en Marruecos, niveles elevados de
contaminacion en el pimenton con un 100% de las muestras positivas y una concentracion
promedio de 2,88 y 5,23 pg/kg para la AFB; y el total de AF, respectivamente. Entre las
especias estudiadas el valor maximo fue de la muestra de pimenton (9,68 ug / kg). En este
estudio, la incidencia de AF en pimenton y jengibre fue mayor que en el comino y la

pimienta.

En el afio 2006, en la ciudad de San Pablo, Brasil, se reportaron datos sobre la presencia de
AF y OTA sobre 70 muestras de pimenton adquiridas en supermercados locales, resultando
una contaminacion del 82% con AF, el 61,4% solo con AFB3, en niveles que van desde 0,5
mo/kg a 7,3 pg/kg y el 21,5% estaban contaminadas con AF totales con niveles que van de
1,7 pg/kg a 7,0 png/kg. EI 18,6% de las muestras analizadas superaron los limites legales de
AFB; establecidos por la Comunidad Europea (5 pg/kg) (Shundo et al., 2009).
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Ocratoxina A (OTA)

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina nefrotoxica con propiedades cancerigenas,
inmunosupresoras, Yy teratogénicas (Murphy et al., 2006). OTA fue aislada de una amplia
gama de productos alimenticios, entre ellos el pimenton (Shundo et al., 2009; Almela et
al., 2007).

COCH O OH [0}

=]

it CH,

CI

Fig. 2: Estructura quimica de ocratoxina A

La produccion de OTA fue asociada inicialmente con cepas de Aspergillus ochraceus
encontradas en cereales almacenados (Pitt & Hocking, 1997). Del mismo modo,
Penicillium verrucosum fue introducido como otro productor de esta toxina (Frisvad,
1986). Sin embargo, Aspergillus carbonarius (Horie, 1995) resulta un significativo
productor de OTA en sustratos como uvas Y sus productos derivados como pasas (Romero
et al., 2005), vino y jugos (Leong et al., 2004); también fue encontrado en granos de café
(Abarca et al., 2004).

Frisvad et al. (2004), informaron a A. westerdijkiae como una nueva especie productora de
importantes cantidades de OTA en sustratos como el café.

No obstante, los Gltimos estudios proponen que, independientemente del sustrato, A.
carbonarius (seccion Nigri) es la principal especie ocratoxigénica (Kapetanakou et al.,
2009).

En un estudio realizado por Santos et al., (2011), en muestras de pimentdn, revelaron que
los géneros mas frecuentes que se encontraron fueron Aspergillus spp. (41%) y Eurotium
spp. (35%) sobre un total de 32 muestras de especias, de las cuales 17 correspondian a
pimenton. Las especies que se encontraron pertenecieron al género Eurotium: E.
amstelodami, E. chevalieri, resaltando a E. herbariorum, E. repens y E. rubrum y E.
amstelodami como los mas frecuentes (35%). Con respecto al género Aspergillus, fueron
aislados A. candidus, A. carbonarius, A. flavus, también A. niger, A. niveus, A. ochraceus,
A. tamarii, y A. ustus, siendo A. niger el méas frecuente. En todas las muestras estudiadas se
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identificO la presencia de una amplia gama de micotoxinas: AF, OTA y ZEA.
Encontrandose en el pimenton un 82% AF y OTA. Ademaés, hubo una baja frecuencia de

Penicillium y Fusarium, hongos también micotoxigénicos.

2.4 Plantas como antifangicos naturales

2.4.1 Los extractos de plantas y aceites esenciales

A fin de reducir la utilizacion de fungicidas quimicos sintéticos en los alimentos, se han
estudiado varios tratamientos alternativos. Los metabolitos producidos por las plantas son
una alternativa prometedora ya que estas pueden originar una amplia variedad de
compuestos, ya sea como parte de su desarrollo o en respuesta al estrés o ataque de

patdgenos.

En los ultimos afios, se ha cautivado cada vez mas el interés, debido a su estado
relativamente seguro (muchos de ellos son considerados GRAS por la FDA); ya que son
facilmente degradables en el medio ambiente y no fitotdxicos. Se ha demostrado que los
extractos vegetales obtenidos con diferentes disolventes y aceites esenciales son ricos en
compuestos potencialmente bioactivos, tales como fitoalexinas, muchos alcaloides,
flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas, glucosidos, terpenos, fenilpropanos y
acidos organicos que tienen actividad antimicrobiana y son fitosanitarios. Los aceites
esenciales (AE) son liguidos aceitosos aromaticos obtenidos por hidrodestilacion partir de
material vegetal (tejidos o semillas) y son por lo general mezclas de varios componentes.
Los aceites esenciales y extractos vegetales tienen la ventaja potencial de ser bioactivos en
su fase de vapor, una caracteristica que los hace atractivos como posibles fumigantes para
la proteccién de productos almacenados. Su actividad antimicrobiana se relaciona
comunmente con la estructura quimica de sus componentes, la concentracion en la que
estdn presentes, y sus interacciones, que pueden afectar sus propiedades bioactivas.
También pueden contener diversos compuestos antioxidantes tales como polifenoles,
fenoles, flavonoides, entre otros, que han sido considerados como la base de sus
propiedades antimicrobianas. El hecho de que estan constituidos por una gran variedad de
compuestos les confiere otras ventajas, tales como diferentes modos de accion
dependiendo del compuesto involucrado, lo que facilita la capacidad de atacar diferentes
géneros de hongos y obstaculizar el desarrollo de resistencia por el patégeno (Da Cruz
Cabral et al., 2013).
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Existe una amplia investigacion sobre la actividad bioldgica y antifungica de extractos y
aceites esenciales de diversas especies vegetales. Diferentes investigadores han estudiado
especies que poseen una interesante actividad antifungica. Jasso de Rodriguez et al,
(2007), observaron que extractos etandlicos de Flourensia cernua, F. microphylla, F.
retinophylla, fueron activos sobre Alternaria sp., Rhizoctonia solani y Fusarium
oxysporum. Asi mismo, extractos acuosos de manzanilla (Anthemis nobilis L.) y malva
(Malva sylvestris L.) a 0,92 y 0,6 g/ml, respectivamente inhibieron el crecimiento de cuatro
hongos Aspergillus candidus, A. niger, Penicillium sp., y F. culmorum, malva fue la méas
eficaz, ya que una menor concentracion era necesaria para la inhibicion de los mismos
(Magro et al., 2006).

Igualmente, el aceite de Chenopodium ambrosioides inhibio el crecimiento micelial de dos
cepas de Aspergillus flavus aflatoxigénicos a 100 g/ml. Este aceite también inhibe el
crecimiento de: Aspergillus fumigatus, Botryodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum,
Phythium debaryanum y Sclerotium rolfsii (Kumar et al., 2007). El aceite esencial de
Peumus boldus fue activo contra Aspergillus niger, A. flavus y Fusarium spp. (Souza et al.,
2005).

Aceites esenciales obtenidos de Carum, Cymbopogon nardus, Pelargonium roseum,
Pimenta dioica y Thymus vulgaris fueron eficaces contra crecimiento de las especies de
hongos como Fusarium verticillioides, F. oxysporum, Penicillium expansum, P.
brevicompactum, A. flavus y A. fumigatus. Vilela et al. (2009) demostraron que los AE de
Eucalyptus globulus, resultaron claramente inhibitorios en el crecimiento de las especies

fangicas como Aspergillus parasiticus y A. flavus.

Ravikumar Patil et al. (2007) informaron que, A. niger y Penicillium spp. fueron sensibles
al extracto etanolico crudo de Thevetia peruviana, registrando una reduccion del
crecimiento radial del 50%. Una considerable reduccion en la esporulacion fue también
observada con AE de hoja de canela con una eficacia del 100% contra A. niger, A. flavus,
Fusarium moniliforme, F. graminearum, Penicillium citrinum y P. viridicatum (Singh et
al., 2007).

Deba et al. (2008) probaron las actividades fungitoxicas de AE de las flores de Bidens
pilosa contra Fusarium spp. La especie mas inhibida fue Fusarium solani, seguido de F.

oxysporum.
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Naeini et al. (2010) observaron que las propiedades anti Fusarium varian en cinco AE de
hierbas que durante mucho tiempo se han utilizado como especias o fuentes medicinales
importantes. La mayor actividad anti Fusarium se encontr6 en el AE de Cuminum
cyminum y Zataria multiflora contra cepas no toxigenicas (F. solani y F. oxysporum) y

toxigénicas (F. verticillioides, F. poae, F. equiseti).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

El pimenton posee naturalmente contaminantes fungicos y bacterianos. Entre la micobiota
fangica del pimenton se encuentran especies potencialmente productoras de micotoxinas.
Extractos vegetales con actividad antifungica inhiben el crecimiento de la micobiota del

pimenton.

3.2 Objetivos
Objetivos generales

= Evaluar la contaminacion bacteriana y fungica en pimenton (Capsicum annum L.)
producido en el departamento de Santa Maria, provincia de Catamarca y plantear

estrategias de control con extractos vegetales.
Obijetivos especificos

= Conocer los niveles de contaminacién bacteriana y fungica de muestras de pimentéon
de establecimientos productores de la provincia de Catamarca de tres cosechas

diferentes.

= Analizar la posible relacion entre la actividad acuosa de las muestras de pimentén con

los niveles de contaminacion bacteriana y fungica encontrados.

= Identificar la micobiota presente en muestras de pimentdn, con especial referencia a

cepas potencialmente productoras de micotoxinas.

= Evaluar la actividad antifungica de extractos vegetales de una Flourensia blakeana
obtenidos a partir de diversos solventes frente a hongos contaminantes potencialmente

toxicogénicos aislados de las muestras de pimenton.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras

Se utilizaron muestras de pimenton (Capsicum annuum L.), pertenecientes a las cosechas
2010, 2011 y 2012, producidas en establecimientos productores del departamento Santa
Maria, Provincia de Catamarca (Tabla I11). Las muestras fueron provistas directamente por
los productores o adquiridas en comercios minoristas. Las 15 muestras analizadas
pertenecen a los 6 establecimientos pimentoneros de mayor importancia del departamento
(Fig. 1). Para cada muestra se recolectaron 250 g de pimenton en recipientes estériles,
aquellas adquiridas en comercios se conservaron en su envase original (APHA, 1992);
fueron mantenidas a 5 °C hasta su andlisis.
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Tabla 1V: Muestras de pimenton (Capsicum annum L.) de las cosechas 2010, 2011 y 2012 de
establecimientos productores del departamento Santa Maria — Catamarca.

Muestras Procedencia Ao
Al0 Santa Maria 2010
C10 Santa Maria 2010
D10 Santa Maria 2010
E10 Santa Maria 2010
All Santa Maria 2011
B11 Santa Maria 2011
C11 Santa Maria 2011
D11 Santa Maria 2011
Ell Santa Maria 2011
F11 Santa Maria 2011
Al2 Santa Maria 2012
C12 Santa Maria 2012
D12 Santa Maria 2012
E12 Santa Maria 2012
F12 Santa Maria 2012

4.1.1 Determinacion de la actividad acuosa (ay)
En la determinacion de la a,, se efectud utilizando un higrometro Aqualab (Decagon
Devices CX3 02734) con una precision de + 0,002. Las mediciones se realizaron por

duplicado.

4.1.2 Recuento de bacterias aerobias mesofilas (RAM)

Se pesd de manera aséptica 1 g de cada muestra y se disolvio en 9 ml de agua peptonada
estéril 0,1% mediante un agitador; a partir de esta dilucion (1:10) se realizaron diluciones
decimales sucesivas hasta 10° (1:100000). Cuando las muestras resultaron muy
contaminadas, se repitieron los ensayos con mayores diluciones decimales. Se sembro en
profundidad 1 ml de cada dilucion, por duplicado, en placas de 90 mm de didmetro con

agar para recuento en placa. Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 h (BAM, 2009).

El célculo de los recuentos se realizd a partir de las diluciones seleccionadas de acuerdo a

las reglas de recuento en placa (APHA, 1992).

27



4.1.3 Recuento de coliformes totales (CT)

A partir de los homogenatos preparados previamente para el RAM, se sembrd en
profundidad y con sobrecapa 1 ml de las diluciones decimales sucesivas hasta 107
(1:1000), por duplicado, en placas de 90 mm de diametro con Agar Bilis Rojo Violeta-
lactosa (ABRV-lactosa). Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Se contaron las
colonias tipicas (rojas, mayores a 0,5 mm, con un halo de precipitacion) a partir de las

diluciones seleccionadas de acuerdo a las reglas de recuento en placa (APHA, 1992).

4.1.4 Determinacion de Salmonella spp. (Método de referencia para pimenton, AOAC
1995, BAM 1995).

Se pesaron asépticamente 25 g de cada muestra y se disolvieron en 225 ml de Caldo

Tripteina Soya (CTS). Se mezclé por agitacion y se incub6 a 35 °C durante 24 £ 2 h.

Se transfirio en forma paralela, 1 ml del cultivo de preenriquecimiento a 10 ml de Caldo

Selenito Cistina (SC) y a 10 ml de Caldo Tetrationato (TT), respectivamente. Se incubaron

a 35 °Cdurante 24 £ 2 h.

A partir de los medios de enriquecimiento se sembr6 con ansa calibrada (1 ul) por estria en
placas de Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y en Agar Bismuto Sulfito (BS). Se

incubaron a 35 °C durante 24 + 2 h.

Se examinaron las placas en busca de colonias sospechosas. En XLD las colonias tipicas
de Salmonella son rosas con o sin centro negro; en BS son marrones a negras con o sin
presencia de brillo metalico y con la prolongacién del tiempo de incubacion puede
aparecer el llamado efecto halo. Cuando en las placas de BS hubo ausencia o no se
desarrollaron colonias sospechosas se incubd durante 24 h mas. Se inocularon dos 0 mas
colonias tipicas en tubos inclinados de Agar triple azicar hierro (TSI) y en Agar hierro
lisina (LIA), en profundidad y superficie. Se incubaron a 35 °C durante 24 + 2 h.
Adicionalmente se realizaron cultivos en caldo urea a 35 °C durante 24 + 2 h. Reaccion de

oxidasa y tincion de gram.

4.1.5 Recuento de mohos y levaduras
Se pesO 1 g de cada muestra y se disolvio en un erlenmeyer con 19 ml de agua peptona
0,1% (Hocking et al., 1997). Se sembr6 1 ml de la dilucion por recuento combinado en 5

placas con medio DG18 (Agar Dicloran 18 % de Glicerol) y se extendié uniformemente
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sobre la superficie con espatula de Drigalsky. EI medio DG18 esta recomendado para
alimentos de baja actividad acuosa, como las especias, ya que permite también el recuento
de hongos moderadamente xeréfilos (APHA, 1992).

Las placas se incubaron a 25 °C durante 5 dias. Cuando las muestras resultaron muy
contaminadas, observandose mas de 150 colonias por placa, se repitieron los ensayos con

mayores diluciones decimales (APHA, 1992).

4.1.6 Identificacion taxondmica a nivel de género

Se observaron microscopicamente todas las colonias y se identificaron a nivel de género
empleando la clave de Pitt & Hocking (2009). Para la observacién microscopica se
colocaron los especimenes entre portaobjetos y cubreobjetos con lactofucsina (0,1 % de
fucsina disuelta en acido lactico 85 %).

Aquellas colonias que solo presentaban micelio, 0 que no pudieron ser identificadas de esta
manera, fueron reaisladas en Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubadas a 25 °C durante 7

dias.

4.1.7 ldentificacion taxondmica a nivel de especie
Se realiz6 la identificacion a nivel de especie, de cepas pertenecientes a géneros con

especies potencialmente toxigénicas.

Los aislamientos de los géneros Aspergillus y Penicillium se sembraron en Agar Extracto
de Malta (MEA) y se incubaron 7 dias a 25 °C para obtener cultivos bien esporulados. Las
esporas de cada cepa fueron recolectadas con un ansa en angulo recto y se colocaron en 1
ml de una solucién acuosa estéril al 0,05 % de Tween 80 y 0,2 % de agar (Pitt y Hocking,
1997). A partir de la suspension de esporas se sembraron con ansa recta, en tres puntos
equidistantes, en distintos medios de cultivo segun el género. Las cepas pertenecientes al
género Aspergillus fueron sembradas en MEA, Agar Nitrato 25 % de Glicerol (G25N) a 25
°C, y en Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA) a 25 y 37 °C. A los 7 dias fueron
identificadas hasta el nivel de especie empleando las claves de Klich M. (2002) y Pitt &
Hocking (2009). Las cepas correspondientes al género Penicillium fueron sembradas en
MEA, Agar Czapek (CZ)a25°Cyen CYAab, 25y 37 °C, durante 7 dias; las especies se
identificaron empleando las claves de Pitt (1979a y 1988) y Samson et al. (2002). Para este
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género, en aquellas cepas pertenecientes al subgénero Penicillium, también fue consultado
Samson & Frisvad (2004).

Algunos aislamientos de Penicillium fueron examinados para comprobar la produccion de
acido ciclopiazénico y otros alcaloides al reaccionar con el reactivo de Ehrlich (Lund,
1995) utilizando el método de papel de filtro. Este reactivo se compone de 2 g de 4-
dimetilaminobenzaldehido en 96% de etanol (85 ml) y 15 ml 10 N HCI. Con un
sacabocados, se cortd un tapdn de agar de 4 mm del centro de una colonia crecida en CYA
(que se incubd 5-9 dias a 25 °C) y se colocé en el micelio un trozo redondo (1 cm de
diametro) de papel de filtro (Whatman N°1) embebido con el reactivo. La formacion de un
anillo violeta, luego de 2-6 min, revela la produccion de cido ciclopiazénico o alcaloides
relacionados. En algunos casos la reaccion se produjo después de 7-10 min lo que se
consideré como reaccién débil. Algunos hongos producen alcaloides que reaccionan con el

reactivo de Ehrlich para dar color rosa a rojo o anillos amarillos.

Los aislamientos pertenecientes a especies de Alternaria se sembraron en Agar Papa
Dextrosa (PDA) y se incubaron durante 5 a 7 dias a 25 °C. Los cultivos se transfirieron al
medio Agar Agua (Agar 18 %) y se incubaron con ciclos de luz durante 7 a 14 dias a 25
°C. A partir de estos altimos, se realizo la identificacion mediante la observacion de los
modelos de esporulacion segun lo establecido por Simmons y Roberts (1993) y Simmons
(2007).

Las especies identificadas se ordenaran de acuerdo a Orden y Familia segun la
clasificacion propuesta por Hibbett et al. (2007). Serdn nombradas en concordancia al
nuevo Cédigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas (McNeill et
al., 2012). Se describira informacién relevante de las mismas, principalmente su potencial
riesgo por produccion de micotoxinas en alimentos, asi como también diferencias

observadas con las descripciones de la literatura.
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Actividad antifingica de Flourensia blakeana M.O. Dillon

4.2.1 Material vegetal

El material vegetal de Flourensia blakeana M.O. Dillon (Dillon, 1984) fue recolectado en
la ruta provincial N° 307, entre Amaicha del Valle y Tafi del Valle, provincia de Tucuman,
en temporada de verano. Su identificacion taxondmica fue realizada en el Instituto
Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV-CONICET-UNC) y el ejemplar de

herbario fue depositado en el Museo Botanico de Cérdoba con el registro CORD 1221.

4.2.2 Preparacion de los extractos
El material vegetal se seco en oscuridad y en ambientes ventilados con el fin de evitar su

alteracion y facilitar su posterior molienda.

En el proceso de preparacion de extractos, se trabajé con las partes aéreas de Flourensia
blakeana Dillon, previamente cortados en trozos pequefios; las hojas se molieron en un
molino Wiley con un tamiz de 2 mm. Para cada uno de los extractos, se pesé 50 g de
muestra vegetal y luego se agregé 350 ml de solvente de extracciéon (etanol, acetona,
cloroformo y hexano) y se dejé en maceracion durante 7 dias a temperatura ambiente, con

agitacion manual.

El extracto obtenido se filtr6 en papel Whatman N°1 y el solvente se separ6 en un
evaporador rotatorio Buchi. El solvente residual se elimind en un desecador al vacio

durante 24 h. Finalmente el extracto fue guardado en un desecador para su posterior uso.

4.2.3 Evaluacion antifangica

4.2.3.1 Microorganismos y medios

Los hongos fueron aislados e identificados en el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, de la Universidad de Buenos Aires (UBA) segun lo descripto en la seccién
4.1.7. Los bioensayos fueron realizados con Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus
y Aspergillus niger. En los bioensayos se utiliz6 como medio de cultivo agar papa dextrosa
(PDA).
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4.2.3.2 Bioensayos

Los extractos se disolvieron en dimetil sulfoxido (DMSO) (Merck)-agua (1% v/v). Se
prepararon en concentraciones de 1000 ppm a partir de la cual se realizaron diluciones de
100 y 500 ppm. Se efectud un ensayo preliminar con los extractos a concentraciones de
100, 500 y 1000 ppm y con cada especie. Esto fue para seleccionar el extracto activo y el

rango de concentracién de las diluciones con la que se realizaron los ensayos.

La actividad antifungica se estudié mediante ensayos in vitro, se utiliz6 como medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA), en cajas de Petri de vidrio de 90 mm de diametro (Cakir
et al. 2005; Kordali et al., 2007). Luego de haber seleccionado el extracto activo y el rango
apropiado, se efectuaron soluciones con los extractos, disueltos en DMSO-agua (1% v/v) a
diferentes concentraciones para cada bioensayo. Se agregd un volumen constante y
equivalente de 20 mg/placa en cada caja de Petri con 20 ml de PDA fundido (45-50 °C).

Para evaluar la actividad antifingica se cortd con un sacabocado un trozo circular, del
centro de la colonia, de un cultivo de 7 dias de cada uno de los aislamientos a ensayar.
Dicho trozo de agar se colocd, con el micelio hacia arriba, en el centro de las cajas de Petri

que contenian el medio de cultivo con los extractos en distintas concentraciones.

Las placas se incubaron en oscuridad a 22 + 2 °C. El diametro de la extension (mm) del
micelio, o crecimiento radial, se midi6 a intervalos de 3, 4, 6, 7, 10 o 14 dias dependiendo
de la especie fungica. La media de las mediciones de crecimiento fueron calculadas a partir
de 3 réplicas de cada una de las especies flngicas para cada concentracion. Se utilizé como
control positivo, el crecimiento de la especie ensayada en PDA en iguales condiciones de

temperatura e intervalos de dias.

4.2.3.3 Analisis estadistico
La significancia estadistica se determind por las pruebas de Duncan y Tukey; el analisis de
varianza (ANOVA) se aplicO para determinar si existe una diferencia estadisticamente

significativa entre los resultados obtenidos en los ensayos.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento de cada especie por cada extracto

seleccionado usando la siguiente ecuacion:

Inhibicién (%) = C — TC x 100
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Donde C es la media de tres réplicas de crecimiento radial (en mm) de los controles y T es
la media de tres réplicas del crecimiento radial (en mm) de placas tratadas con soluciones

del extracto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a las determinaciones
efectuadas y descriptas en la seccion de materiales y métodos, sobre las muestras de
pimenton (Capsicum annuum L.) recolectadas, pertenecientes a las cosechas 2010, 2011 y
2012, producidas en establecimientos productores del departamento Santa Maria, provincia

de Catamarca.

5.1 Determinacion de la actividad acuosa (aw)

Los valores obtenidos de a,, en este estudio manifestaron valores comprendidos entre 0,2 y
0,5 (Tabla V), cuyos valores corresponden a 20 y 50% HR. Estos concuerdan con
Fernandez-Trujillo & Carabajal (2006) quienes informaron y recomendaron una HR para
el pimentén de Murcia (durante su almacenamiento), un rango comprendido entre 50 y
70% HR (ay= 0,5-0,7), alegando el valor 6ptimo de 50% HR (a,= 0,5), lo cual concuerda

con los resultados obtenidos.

5.2 Contaminacion bacteriana

5.2.1 Recuento de bacterias aerobias mesofilas (RAM)

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelaron valores comprendidos entre
5,0.10° y 3,7.10° (UFC/g) y pueden observarse en la Tabla V. Como se menciond
anteriormente no existen valores limite en el CAA, por lo cual se compara con lo

informado por otros autores y regulado en en otros paises.

De Boer (1985), informé valores > 10" (UFC/g); Baxter (1982) obtuvo, para muestras de
pimentén adquiridos de mayoristas y productores locales, 6,2.10° (UFC/g); por su parte
Buckenhiiskes (2001), alcanzé recuentos entre 1.10° y 5.10° (UFC/g); Candlish (2001)
mostré 4,25.10° (UFC/g); mientras que, Koohy-Kamaly-Dehkordy et al. (2013) obtuvieron
valores que de acuerdo con los criterios microbioldgicos para las especias recomendado
por la Norma Nacional Irani (INS), se excedieron de 5.10° UFC/g. Ademas, Banerjee y
Sarkar (2003) y Schweiggert et al., (2005), informaron valores entre 10° y 10° UFC/g. Por
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otra parte, la flora normal del pimentdn sin ningln tratamiento de conservacion, puede
tener 10° UFC/g de meséfilos aerobios (APHA, 1992).

Los requisitos microbioldgicos a cumplir en especias y condimentos segun la Republica
Dominicana (2009), para recuento de aerobios mesofilos, estd comprendido en un rango
entre 10° y 10" (UFC/g), con lo cual, los resultados obtenidos estuvieron dentro de lo
establecido por esta norma. Y en general se observa que estan en los rangos informados
por otros autores.

No se encontrd una relacion entre los niveles de contaminacion por bacterias aerobias

mesofilas y la a, medida para cada una de las muestras.

5.2.2 Recuento de coliformes totales (CT)

Los resultados obtenidos (Tabla V), mostraron que A10, C10 y E12 arrojaron valores
menores a 10 UFC/g, mientras que en el resto de las muestras se encontraron valores
comprendidos entre 1,8.10% y >5,6.10* UFC/g. De igual manera que para el RAM, se
carecen de valores limites para nuestro pais.

Tabla V: Recuento de bacterias aerobias mesofilas (UFC/g), recuento de coliformes totales

(UFC/g) y a, encontrados en las muestras de pimentén producidas en el departamento Santa Maria,
Catamarca.

Muestras RAM (UFC/g) CT (UFC/g) aw
A10 2,7.10° <10 0,424
All 8,8.10° 7,3.10° 0,350
Al12 7,4.10° 5,0.10° 0,299
B11 1,1.10° >5,6.10* 0,517
C10 5,7.10° <10 0,488
ci1 2,7.10° 2,9.10° 0,371
C12 5,6.10° 5,6.10° 0,423
D10 7,9.10° 4,0.10 0,325
D11 5,0.10° 4,4.10° 0,374
D12 1,1.10° 8,1.10* 0,413
E10 3,7.10 1,8.107 0,534
E11l 1,2.10° 1,8.10° 0,346
E12 9,1.10° <10 0,413
F11 1,3.10° 1,2.10° 0,422
F12 5,7.10° 1,7.10° 0,374
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Candlish et al. (2001) informaron para el mismo sustrato 6,1.10* UFC/g, valor que supera
los encontrados en la presente investigacion (con excepcion de la muestra B11). Mientras
que, Buckenhiiskes (2001) manifestd valores menores a 10 UFC/g; los cuales, comparado
con lo revelado en este estudio, sélo coinciden 5 (A12, C12, D10, E10 y E11) de las 15

muestras.

En Lima, Pert el rango de CT establecido para especias corresponde a 10%-10° UFC/g, con
lo cual 3 (B11, C11 y D12) de los resultados obtenidos, reflejaron valores fuera del rango

establecido por esa norma.

De igual manera que lo observado para RAM, no se evidencia una relacion entre la ay y los

niveles de contaminacién de coliformes totales.

5.2.3 Determinacion de Salmonella spp.

En todas las muestras estudiadas se obtuvo ausencia de Salmonella spp. Baxter (1982),
encontré bacterias gram negativas entre ellas Salmonella spp. en 2 de 16 muestras de
pimenton. Por otra parte, Lehmacher et al. (1995), informaron valores <1 UFC/g, habiendo

provocado un brote de salmonelosis.
5.3. Contaminacion fungica

5.3.1 Seleccion del medio de cultivo para mohos y levaduras

Para la determinacion de mohos y levaduras, se utiliz6 como medio de cultivo agar DG18
(APHA, 1992), que es el indicado para alimentos secos o de baja humedad y es selectivo
para hongos xerofilos, los cuales son muy frecuentes en las especias. Estos tienen la
capacidad de crecer en condiciones de baja aw, € incluyen los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium. Este medio ademas de tener una a, baja obtenida mediante el
soluto glicerol, también tiene un antibi6tico (cloranfenicol) para inhibir el crecimiento
bacteriano y un micostatico (dicloran) para disminuir la velocidad de crecimiento de los
hongos y optimizar el recuento de los mismos al restringir el tamafio de las colonias (Pitt
& Hocking, 1997).
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5.3.2 Analisis del recuento de mohos y levaduras

Los resultados obtenidos en las muestras analizadas mostraron un indice de contaminacion
de mohos y levaduras en un rango comprendido entre 2,0.10° y 1,9.10° (UFC/g) (Tabla
VI).

Los valores obtenidos para mohos, estuvieron en un rango entre 2,0.10° y 4,2.10* (UFC/g),
estos resultaron valores mas elevados a excepcion de 2 muestras (F11 y F12) comparados
con lo encontrado por Santos et al. (2011) para el mismo medio de cultivo (3,8.10° UFC/g
de pimentén en DG18). Situacion similar ocurrié con lo informado por Buckenhiiskes

(2001), cuyos valores encontrados estuvieron comprendidos entre 2.10° y 5.10* (UFC/g)

En un estudio realizado por Koohy-Kamaly-Dehkordy et al. (2013) en Teheran,
informaron valores elevados de mohos (>5.10° UFC/g), similares a los obtenidos en siete
muestras del presente estudio (A10, All, Al12, D10, D11, D12 y E11). Por otra parte,
Martin et al. (2005) obtuvieron recuentos que oscilaron entre <10 y 2,5.10° UFC/g, los

cuales son consistentes con la mayoria de los resultados aqui encontrados.

Las levaduras estuvieron presentes en todas las muestras en un rango comprendido entre
2,0.10° y 1,6.10° (UFC/g), excepto en 4 muestras (All, A12, F11 Y F12) que no hubo
desarrollo. Estos valores son similares y en algunos casos menores a los encontrados por
De Boer (1985) en el mismo sustrato (>10* UFC/g). Por otro lado, Martin et al. (2005)
informaron valores bajos de levaduras, que oscilaron entre 1 a 10° UFC/g.

Los mohos estuvieron presentes en todas las muestras estudiadas. La que mostro el
porcentaje mas bajo fue D11 (5%). A11, A12, F11 y F12 tuvieron el 100% de mohos. En
las que se evidencié mayores recuentos fue en A10, B11, C10, C11, E11 y E12 variando

entre 81 y 95,8% (figura 4).
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Tabla VI: Recuento total de mohos y levaduras (UFC/g), de mohos (UFC/g) y porcentaje de
mohos con respecto al total, encontrados en las muestras de pimentén producidas en el
departamento Santa Maria, Catamarca.

Mohos y Levaduras

Muestras (UFClg) Mohos (UFC/g) % Mohos
Al10 2,4.10* 2,3.10* 95,8
All 1,5. 10* 1,5.10* 100
Al2 4,2.10* 4,2.10* 100
B11 4,0.10° 3,4.10° 85
C10 2,6.10° 2,4.10° 92
Cl1 1,2.10° 1,1.10° 92
C12 1,2.10* 2,1.10° 17,5
D10 1,9.10° 1,2.10* 6
D11 1,7.10° 8,8.10° 5
D12 6,6.10* 4,2.10* 64
E10 1,1.10* 3,3.10° 30
E11 2,3.10* 2,1.10* 91
E12 1,6.10° 1,3.10° 81
F11 2,0. 102 2,0.10° 100
F12 4,3.10% 4,3.10? 100

De acuerdo al Reglamento Sanitario de Alimentos para la Republica Dominicana, en
Requisitos microbiolégicos a cumplir en Especias y Condimentos, las muestras estudiadas
se encontraron dentro del rango establecido para mohos (10 - 10° UFC/g). En Lima, Per(
el rango establecido en especias para mohos es menor que el determinado en la Republica
Dominicana (10° - 10* UFC/g). Aln asi, las cantidades encontradas estuvieron acordes a

esta normativa.

No se oservd una relacion entre la a, medida para cada muestra y los niveles de

contaminacion fungica encontrados.

La importancia de estudiar los mohos en las especias es de gran relevancia debido a la

potencial produccion de micotoxinas (Llewellyn et al., 1992).
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Fig. 4: Porcentaje de mohos encontrados en la totalidad de muestras de pimentdn estudiadas,
pertenecientes a los distintos establecimientos del departamento Santa Maria - Catamarca.

5.3.3 Aislamiento de géneros

Los géneros aislados en este estudio, pertenecieron principalmente a mohos de campo

(Fusarium, Alternaria, Cladosporium) y de almacenamiento (Aspergillus y Penicillium).

En esta investigacion no se determind la produccién de micotoxinas, pero se puede
sospechar su presencia debido a que fueron aisladas cepas de géneros con especies
toxicogénicas, con lo cual es posible que actien en forma sinérgica, aunque existe poca
informacién acerca de esta interaccién y su toxicidad combinada (Speijers & Speijers,
2004).

En la Tabla VII se observan los porcentajes de aislamientos pertenecientes a distintos
géneros de todas las muestras estudiadas. Se observaron aislamientos pertenecientes al
género Aspergillus en todas las muestras analizadas, con excepcion de la muestra F11. En
esta muestra fueron predominantes los aislamientos del género Rhizopus, Zygomycetes de
rapido crecimiento, que podrian haber inhibido el crecimiento de otros hongos. El género
Aspergillus resultd predominante en la mayoria de las muestras, el porcentaje de
aislamiento vario entre 98,2% a 6,6%, constituyo el 52% de los aislamientos observados.
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Tabla VII: Porcentajes de géneros de hongos filamentosos obtenidos en las muestras de pimenton producidas en el departamento Santa Maria —
Catamarca.

Muestras Aspergillus Penicillium Alternaria Rhizopus Cladosporium Paecilomyces Fusarium Mycelia
sterilia

A10 98,3 1,7
All 79,7 6,3 2,8 9,8 0,7 0,7
Al2 97,0 15 1,3 0,2
B11 52,9 47,1
C10 75,0 8,3 16,7
Cl11 66,7 12,5 12,5 6,3 2,1
C12 31,1 9,7 55,3 39
D10 62,1 12,1 15,5 5,2 3,4 1,7
D11 24,4 4,4 44,4 6,7 20,0
D12 35,5 2,0 4,4 58,1
E10 76,7 0,6 8,0 9,2 4,3 1,2
Ell 6,6 9,4 0,9 0,9 82,1
E12 16,2 20,6 1,5 59 55,9
F11 47,7 35,0 60,0 5,0
F12 15,9 91 18,2 9,1
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Alternaria, Rhizopus y Penicillium también fueron aislados muy frecuentemente (13,4,
10,9 y 6,7, respectivamente). Mientras que Alternaria y Penicillium fueron hallados en la
mayoria de las muestras, Rhizopus no fue observado en casi la mitad de las muestras

estudiadas.

Otros géneros minoritarios fueron Cladosporium, Paecilomyces y Fusarium. En mas de la
mitad de las muestras hubo aislamientos que no pudieron ser identificados (Mycelia
sterilia) llegando a alcanzar en una de ellas el 82% de las colonias obtenidas.

Los géneros aislados en este estudio concuerdan con los informados por varios autores
(Candlish et al., 2001; Christensen et al., 1967; Erdogan, 2004; Hashem y Alamri, 2010;
Martin et al., 2005; Sawinsky et al., 1988).

Teniendo en cuenta los porcentajes de los aislamientos del género Aspergillus en el total de
las muestras por afio y por establecimiento, se observo que A10, A1l y A12 fueron las que
mostraron los porcentajes mas elevados (98,3, 79,7 y 97,7%) respectivamente. Mientras
que, en F12 no hubo aislamientos y E11 presentd el porcentaje mas bajo (6%).

Con respecto a los aislamientos obtenidos del género Penicillium, es notable la diferencia
en comparacion a los porcentajes de aislamientos de Aspergillus. Estos ultimos arrojaron
mayores resultados. Sin embargo, el porcentaje de aislamiento de Penicillium en E10, E11
y E12 fue acrecentando en cosechas sucesivas (0,6, 9,4 y 20,6% respectivamente). Lo
contrario sucedié en D10, D11 y D12, es decir, fue decreciendo el porcentaje de
aislamiento (12,1, 4,4 y 2,0% respectivamente). A10, C10, B11 y F11 resultaron exentas

de éste género.

Los aislamientos logrados en relacion al género Alternaria, se han distribuido en casi todas
las muestras, excepto en A10, B11 Y E11. Los porcentajes mas bajos de aislamiento
estuvieron entre A12 y E12 (1,3 y 1,5%). Ademas, entre F11 y F12 se observé una
disminucion importante de aislamiento (de 35,0 a 9,1%). Mientras que, en C10, C11 y
C12, el porcentaje fue en aumento (8,3, 12,5 y 55,3%), encontrando en C12, el valor méas

elevado de todas las muestras estudiadas.

Con respecto a los aislamientos del género Rhizopus, el porcentaje méas elevado fue en F11
(60%) y el mas bajo en E11 (0,9%).
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Los géneros Cladosporium, Paecilomyces y Fusarium fueron aislados en baja proporcion.
En el caso de Cladosporium, F11 representa el porcentaje mas elevado (60%) con respecto
a todas las muestras estudiadas. EI género Paecilomyces solo fue aislado de A11 en un bajo
porcentaje (0,7%). Mientas que Fusarium estuvo presente en A12, D10y D11 (0,2, 3,4y

20,0% respectivamente).

Cabe destacar que A10 fue la que presentd6 mayor porcentaje de aislamientos de
Aspergillus, y fue el Unico género presente. Mientas que F11 obtuvo el menor porcentaje

de aislamientos, con ausencia de Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces y Fusarium.

Resulta significativo destacar que en entre las cosechas tomadas para esta investigacion
(2010, 2011 y 2012), los porcentajes de aislamientos de la mayoria de las muestras por
establecimiento, fueron disminuyendo considerablemente de un afio a otro, especialmente
los géneros Aspergillus, Penicillium y Alternaria. Es posible que estos resultados indiquen
una mejora en la cadena de produccion del pimentén por parte del personal responsable de
los establecimientos pimentoneros del departamento  (cosecha, produccion,

almacenamiento y distribucién en el mercado).

5.3.4 Identificacion a nivel de especie

Se realiz6 la identificacion de cepas pertenecientes a géneros con especies potencialmente
toxicogénicas. No se informan porcentajes por especies debido a que el aislamiento de las
cepas no se realizo en las mismas diluciones para todas las muestras. Los recuentos, y por
ende los aislamientos, se hicieron a partir de las diluciones que tenian el rango adecuado de
UFC segln las reglas de recuento en placa (APHA, 1992). Se observaron 1622 colonias
fangicas, de las cuales 257 resultaron ser micelio estéril. Solo se identificaron a nivel de
especie gran parte de los aislamientos de Aspergillus, Penicillium y Alternaria. En la Tabla
VIII se muestran las 18 especies identificadas a partir de estos géneros, y se indican las

muestras en las cuales dichas especies fueron encontradas.

Las especies identificadas pertenecen al Phylum Ascomycota y se ordenaron de acuerdo a

Orden y Familia segun la clasificacion propuesta por Hibbett et al. (2007).

42



1%

Tabla VII1: Lista de especies identificadas y distribucion de las mismas en las distintas muestras de pimenton estudiadas.
! Primera cita para Argentina.

Especie Muestras
Al0 All Al12 B11 Ci10 Cl11 Cl12 D10 D11 D12 E10 E11 E12 F11 Fi12

Alternaria tenuissima * *
Aspergillus amstelodami * *
Aspergillus chevalieri *

Aspergillus flavus * * * * *

Aspergillus glaucus * *

Aspergillus niger * * * * * * * * * * * * * *
Aspergillus ochraceus * * *
Aspergillus parasiticus *

Aspergillus restrictus *
Aspergillus ruber *

Aspergillus terreus *

Aspergillus westerdijkiae® *
Penicillium atramentosum *

Penicillium chrysogenum * * * *
Penicillium commune * *

Penicillium crustosum *

Penicillium expansum *

Penicillium italicum *



A partir de la publicacién del nuevo Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas,
Hongos y Plantas (McNeill et al., 2012) en el cual fue abolido el anterior articulo 59 que
permitia la nomenclatura dual para los hongos pleomorficos, muchos nombres de especies
fueron cambiados siguiendo el principio de prioridad. De esta manera, por ejemplo,
especies del género Eurotium ahora son denominadas Aspergillus. EI concepto de nombrar
las especies teleomorfos como Aspergillus ya se viene aplicando en las secciones Usti,
Terrei, Aspergillus y Fumigati (Samson et al. 2011a, b; Hong et al. 2012; Hubka et al.
2013). En el presente trabajo, para nombrar correctamente a nivel de especie los taxones
encontrados, se siguid a Hubka et al. (2013), Samson et al. (2014) y Visagie et al. (2014).
A continuacion se presentan los nombres actuales y sindbnimos de las especies encontradas,
se proveen de datos ecoldgicos y de produccion de micotoxinas, y se comparan las

caracteristicas de las cepas observadas con las descripciones de la literatura.

e FEurotiales
Aspergillaceae

Aspergillus amstelodami (L. Mangin) Thom et Church. The Aspergilli: 113. 1926
= Eurotium amstelodami L. Mangin, Ann. Sci. Nat. Bot. 9: 360. 19009.

Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: hasta el momento no han sido identificadas posibles toxinas (Frisvad &
Samson, 1991).

Ecologia: ha sido encontrado en una gran variedad de habitats, asociado por lo general a
productos almacenados. Los cereales son un sustrato importante, incluyendo el trigo,
harina, productos de panaderia, arroz y salvado de arroz, cebada, maiz, copos de cereales y
bocadillos de maiz (Pitt & Hocking, 1997). Tambiéen fue aislado de uvas y pasas de uvas
(Romero et al., 2005; Valero et al., 2007a).

Observaciones: este hongo, muy conocido en micologia de alimentos y especialmente en
aquellos de baja actividad acuosa, se considera en este momento de posicion incierta. La
descripcion original de E. amstelodami por Mangin (1909) fue reemplazada por Thom y
Raper (1941) con una descripcion diferente e incorrecta. Dos siguientes neotipificaciones

del mismo también fueron erroneas y estdn en conflicto con el protologo de L. Mangin
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(1909). Para mayores detalles en la taxonomia ver a Hubka et al. (2013). En el presente
trabajo se observaron 10 aislamientos provenientes de dos muestras y su identificacion

corresponde a las descripciones hechas por Klich (2002) y Pitt & Hocking (2009).

Aspergillus chevalieri L. Mangin, Ann. Sci. Nat. Bot. 9: 362. 1909. = Eurotium chevalieri
L. Mangin 1909.

Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: produce echinulina y neoechinulina que causan rechazo del alimento en
cerdos (Pitt & Hocking, 2009).

Ecologia: es considerado un hongo muy comun, especialmente en las regiones mas calidas.
Fue aislado a partir de una gran variedad de alimentos, especialmente cereales, incluyendo
trigo y harina, harina de arroz y salvado, maiz y copos de cereales. Asi también, se aislo de
chocolates rellenos, frijoles y guisantes secos, soja, semillas de girasol, semillas de cacao,
especias y pescado curado (Pitt & Hocking, 1997) y en Brasil de pimienta negra (Gatti et
al., 2003). En Argentina recientemente, fue aislado a partir de pasas de uva (Romero et al.,
2005) y productos de leche evaporada (Char et al., 2005)

Observaciones: fueron aisladas 24 cepas de la misma muestra.

Aspergillus flavus Link

Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: esta especie es la mayor fuente de produccion de aflatoxinas en muchos
alimentos y materias primas (Pitt & Hocking, 2009). Produce AF B1, B, y algunas cepas

acido ciclopiazénico.

Ecologia: A. flavus se ha convertido en el hongo de origen alimentario mas ampliamente
descrito en la literatura, lo que refleja su importancia econémica y la relativa facilidad de
reconocimiento tanto como su ubicuidad. Es especialmente abundante en las zonas
tropicales, y tiene una afinidad particular por los frutos secos y las semillas oleaginosas

(Pitt & Hocking, 2009). Fue encontrado en una gran variedad de especias (Elshafie et al.,
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2002; Gatti et al., 2003; Mandeel, 2005). En Argentina fue aislado de mani proveniente de
las provincias de Salta y Formosa (Pildain et al., 2005).

Observaciones: las colonias observadas en CYA25, CYA37 y MEA de los aislamientos
identificados resultaron ligeramente menores a los valores promedio, pero dentro del rango
en mm, a las observadas por Klich (2002). Se identificaron 37 cepas a partir de 5 muestras
(Fig. 5a).

Aspergillus glaucus Link, Ges. Naturf. Freunde Berlin Mag. Neusten Entdeck.
Gesammten Naturk 3:16, 1809.

= Eurotium herbariorum (F.H. Wigg.) Link 1809.
= Aspergillus herbariorum (F.H. Wigg.) E. Fisch. 1897.

Lista no exhaustiva.

Micotoxinas: cladosporina, neoechinulina A y B, echinulina y otros extrolitos de toxicidad
no ampliamente reconocida (Miller & McMullin, 2014).

Observaciones: se encontraron 325 cepas en tres muestras.

Aspergillus niger Tiegh., Ann. Sci. Nat., Bot., ser. 5, 8: 240. 1867, nom. cons.
Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: por lo general ha sido considerado como un hongo benigno y ampliamente
utilizado en la produccién de enzimas y como ingredientes para la elaboracion de
alimentos. Denominada una especie GRAS (generalmente considerados como seguros) por
la FDA. Sin embargo, Abarca et al. (1994) realizaron el primer informe de produccion de
OTA por esta especie, reportando 2 de 19 cepas de A. niger como productoras de esta
toxina. Posteriormente en otros estudios, se han encontrado méas cepas capaces de producir
OTA en diversas condiciones (Belli et al., 2004; Esteban et al., 2004, 20063, b; Leong et
al., 2006). Frisvad et al. (2007) detectaron por primera vez la produccion de fumonisina

B, una micotoxina cancerigena, por esta especie.
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Ecologia: es una de las especies con mas frecuencia reportados en los alimentos (Pitt &
Hocking, 1997; Samson et al. 2002; Klich, 2002); prevalece mas en climas célidos, tanto
en el campo como en el almacenamiento de los alimentos. Su aislamiento es frecuente en
productos que han sido secados al sol como es el caso de las especias (Elshafie et al., 2002;
Mandeel, 2005), pasas de uvas (Abarca et al., 2003; Leong et al., 2004; Magnoli et al.,
2004), pescado ahumado Yy curado, granos de cacao (Pitt & Hocking, 1997). A. niger es el
responsable mas comun de la descomposicion pos cosecha en frutas frescas, citricos, uvas,
como asi también en frutas secas, nueces (Pitt & Hocking, 1997). En Argentina, Romero et
al., 2005 aislaron esta especie y A. carbonarius (una especie de la misma seccién y
productora de OTA) a partir de pasas de uva. Astoreca et al., (2007) aislaron A. niger, A.

awamori y A. carbonarius de mani, granos de maiz, uvas secas y granos de cafe.

Observaciones: esta especie constituye la mas frecuentemente encontrada en el presente
trabajo, tanto en nimero como en distribucion de muestras. Se observaron un total de 425

cepas en 13 muestras de las 15 analizadas (Fig. 5 b-c).

Aspergillus ochraceus K. Wilh. K., Beitr. Kenntn. Aspergillus: 66. 1877.
Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: esta especie es productora de tres toxinas, ocratoxina A la mas importante y
componentes minimos de menor toxicidad, ocratoxinas B y C. En trabajos posteriores se
ha demostrado que s6lo una minoria de los aislamientos de A. ochraceus son toxicogénicos
y que otras especies estrechamente relacionadas con éste, como A. westerdijkiae y A.
steynii son los principales productores de ocratoxina A. A. ochraceus también produce
acido penicilico (Frisvad et al., 2004) y emodina que fue encontrada en niveles bajos en

castafias comercializadas en el mercado canadiense (Overy et al., 2003).

Ecologia: una fuente importante de A. ochraceus y de especies que estan estrechamente
relacionadas como A. westerdijkiae y A. steynii, son los granos de café verde (Mislivec et
al., 1983; Tsubouchi et al., 1985; Téren et al., 1997; Urbano et al., 2001; Bucheli y
Taniwaki, 2002; Martins et al., 2003; Suarez-Quiroz et al., 2005), lo que puede dar lugar a
una concentracion de OTA en el café tostado e instantaneo (Jgrgensen, 2005; Clark y
Snedeker, 2006). Ademas, son muy comunes en alimentos secos y almacenados como la
soja (Pacin et al., 2003; Aziz et al., 2006), pimienta (Gatti et al., 2003) y frutas secas
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(lamanaka et al., 2005). También se han registrado en las especias, como el pimenton
(Almela et al., 2007). En Argentina se aislo de semillas de maiz (Sepulveda y Piontelli,
2005; Magnoli et al., 2006) y soja (Sepulveda y Piontelli, 2005).

Observaciones: se aislaron 8 cepas provenientes de tres muestras (Fig. 5d).

Aspergillus parasiticus Speare Bull. Div. Pathol. Physiol., Hawaiian Sugar Planters Assoc.
Exp. Sta. 12: 38 1912.

Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: la diferencia mas importante en cuanto a la produccion de micotoxinas entre
A. flavus y A. parasiticus, es que este ultimo produce tanto AF G como B y no produce
acido ciclopiazonico (Vaamonde et al., 2003; Horn, 2003; Frisvad et al., 2005), pero si
acido kojico, que es un metabolito de baja toxicidad, con amplio uso en medicina y en
cosmetica (El-Assar, 2006). Ademaés, los aislamientos de A. parasiticus producen a

menudo concentraciones mas altas de aflatoxinas (Pitt, 1993).

Ecologia: esta especie, al igual que A. flavus, tiene mas prevalencia en zonas tropicales y
subtropicales y es poco comun en las regiones de bajas temperaturas. Fue aislado de
manies, en Argentina (Vaamonde et al., 2003) y en Botsuana (Mphande et al., 2004). En
fuentes como el arroz y sus derivados, se informé una baja frecuencia (Sales & Yoshizawa,
2005b). También fue aislado de pimienta negra (Mandeel, 2005; Gatti et al., 2003). En

Argentina fue encontrado en soja (Vaamonde et al., 2003).

Observaciones: se obtuvieron 29 aislamientos, todos provenientes de una Unica muestra.

Aspergillus restrictus G. Sm., J. Textile Inst. 22: 115. 1931.

Descripciones e ilustraciones: Raper & Fennell (1965); Klich (2002); Pitt & Hocking
(2009).

Micotoxinas: hasta el momento no ha sido informada la produccién de micotoxinas por
esta especie (Pitt & Hocking, 2009).

48



Ecologia: teniendo en cuenta su baja tasa de crecimiento, y su habito poco visible, A.
restrictus fue aislado de los alimentos con bastante frecuencia. La mayoria de los registros
han venido de alimentos secos: trigo, arroz, maiz, legumbres secas, nueces, granos de
pimienta, embutidos, especias, pimienta, ciruelas secas (Pitt & Hocking, 1997). En
estudios mas recientes, se informd que también fue aislado de granos de café (Ahmad &
Magan, 2003) y pescado curado (Nketsia-Tabiri et al., 2003).

Observaciones: Se obtuvieron 3 aislamientos a partir de una Unica muestra.

Aspergillus ruber (Jos. Konig et al.) Thom y Church Ann. Aspergillus: 112. 1926.

= Eurotium rubrum J. Konig, Spieck. & W. Bremer, Z. Untersuch. Nahr. Genussm. 4: 726
1901.

Descripcion e ilustracion: Klich (2002).

Micotoxinas: varios informes han sido publicados que indican que A. ruber produce
numerosos compuestos potencialmente toxicos (Frisvad & Samson, 1991). Sin embargo,

sigue faltando documentacion que confirme la toxicidad.

Ecologia: es un hongo xero6filo muy ampliamente distribuido, comun en las regiones mas
calidas. Se reportaron aislamientos en sustratos como pasas de ciruelas, coco, nueces, y un
amplio rango de cereales como maiz, arroz, trigo (Lugauskas et. al, 2006). También en
vegetales secos, semillas de sésamo, granos de cacao (Pitt & Hocking, 1997). Se aislo6
facilmente de la mayoria de los productos alimenticios que se estudio en el Sureste de Asia
como manies, legumbres, con altos niveles en la soja (Pitt et al., 1993; Pitt et al., 1994, Pitt

et al., 1998). En Argentina, fue aislada a partir de pasas de uva (Romero et al., 2005).

Observaciones: se obtuvieron 12 cepas de una Unica muestra.

Aspergillus terreus Thom Am. J. Bot. 5: 85. 1918.
Descripciones e ilustraciones: Klich (2002); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: esta especie produce una amplia gama de metabolitos (Frisvad & Samson,
2004; Frisvad & Samson, 1991), pero solamente los territrems tendrian una toxicidad




significativa. Territrems son toxinas tremorgénicas que, a diferencia de todos los demas

tremdrgenos, carecen de un resto que contiene nitrogeno.

Ecologia: aunque no suele producir deterioro en los alimentos, esta especie es de comin
ocurrencia y puede crecer en alimentos almacenados en climas tropicales y subtropicales.
Se encuentra comunmente en frutos secos (Heidarian et al., 2005), manies, avellanas,
nueces, pecanes (Pitt & Hocking, 1997), en cereales como el maiz (Bhattacharya & Raha,
2002), cebada y arroz con céscara (Pitt & Hocking, 1997). También se han registrado en
fuentes como las especias (Mandeel, 2005) y granos de café almacenados (Ahmad &
Magan, 2003).

Observaciones: fueron obtenidas 2 cepas de una Unica muestra. Las mismas mostraron
mayor velocidad de crecimiento en MEA que en la literatura. Sus cabezas conidiales

presentaron vesiculas de hasta 15 pm de diametro.

Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson, Stud. Mycol. 50: 30. 2004.
Descripcion e ilustraciones: Frisvad et al. (2004).

Micotoxinas: Produce principalmente ocratoxina A 'y B, acido penicilico, y otros extrolitos

de toxicidad no confirmada (Frisvad et al., 2004).

Ecologia: es una especie que produce gran cantidad de OTA. Se aisl6 de granos de café en
Brasil (Morello et al., 2007). También fue aislado de naranjas y jugo de naranjas (Marino
et al.,, 2009). Se inform6é en un estudio reciente (Gil-Serna et al., 2015) que A.
westerdijkiae y Aspergillus steynii son especies de Aspergillus ocratoxigenicas de la
seccion Circumdati, quienes resultan un riesgo potencial por la produccién de OTA en
productos alimenticios provenientes de climas calidos. Algunos autores (Medina et al.,
2008; Mihlencoert et al., 2004) han informado que sustratos donde la fuente de carbono es
preponderante podria ser una influencia para la produccion de esta micotoxina. Estos
autores sefialaron que las especies de Aspergillus antes mencionadas, producen cantidades
mas altas de toxina cuando la fuente de carbono en el medio es sacarosa y cantidades mas
bajas cuando el azlcar disponible es la fructosa (Medina et al, 2008; Muhlencoert et al.,
2004). En las uvas, ademds de agua, el azGcar mas abundante es la fructosa
(Dharmadhikari, 1994), cuya matriz produce una limitada produccién de OTA. (Gil-Serna

et al., 2015). Por el contrario, A. westerdijkiae y A. steynii han alcanzado los valores mas
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altos de crecimiento y produccién de OTA en pimenton cuyo sustrato contiene altos
valores de sacarosa y glucosa (Prabha et al., 1998) que, como se dijo anteriormente, podria
afectar positivamente la produccion de OTA. Los sustratos con mayor probabilidad de
contaminacion por OTA o su importancia en la dieta son los cereales (principalmente
cebada) y el pimenton (Gil-Serna et al., 2015). También fue aislado de uvas de origen
eslovaco (Tancinova et al., 2014).

Observaciones: esta especie es morfologicamente similar a Aspergillus ochraceus, aunque
es incapaz de crecer a 37 °C. Los esclerocios de color blanco a crema producidos por A.
westerdijkiae, difieren del rosa a purpura vinaceo producidos por A. ochraceus (Frisvad et
al., 2004). Se observo que las colonias en CYAZ25, de nuestros aislamientos tuvieron un
rango de crecimiento de 37-49 mm, menores a los 57 mm descritos en el protologo
(Frisvad et al., 2004). En el presente trabajo se aislo una Unica cepa. Esta seria la primera

cita para Argentina (Fig. 5e).

Penicillium atramentosum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 65. 1910.

Descripcion e ilustraciones: Samson & Frisvad (2004); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: produce la neurotoxina roquefortina y rugulovasine A y B (Cole y Cox,
1981).

Ecologia: fue aislado de quesos como el Camembert, morcilla, nueces, a partir de suelo

calcareo y canteras de piedra caliza (Frisvad & Samson, 2004).

Observaciones: se aislo una unica cepa (Fig. 5f), la cual mostro reaccion de Ehrlich
positiva (formacion de anillo violeta). En general estd especie da una reaccion negativa,
con excepcién de algunas cepas muy productoras de rugulovasina (Samson & Frisvad,
2004).

Penicillium chrysogenum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 58. 1910.
Descripcion e ilustraciones: Pitt (1988).

Micotoxinas: produce roquefortina C, toxina PR y &cidos secaldnicos, siendo estas dos
Ultimas micotoxinas de almacenaje (Frisvad & Samson, 2004). Sin embargo P.




chrysogenum no parece ser una fuente grave de micotoxinas en alimentos (Pitt & Hocking,
2009).

Ecologia: ha sido encontrado en una gran variedad de habitats y es contaminante habitual
de alimentos. Esta especie ha sido aislada con mucha frecuencia a partir de cereales como
la cebada, trigo, arroz, maiz, (Pitt & Hocking, 1997; Lugauskas et al., 2006) asi como
también en nueces y especias (Pitt & Hocking, 1997). Es un agente que presenta poca
frecuencia de deterioro en el almacenamiento. Ocasionalmente ha producido detrimento en
uvas y zanahorias almacenadas (Barkai-Golan, 1974; Snowdon, 1991). En Argentina,
Comerio & Mac Cormack (2004) aislaron esta especie en embutidos carnicos (jamon

cocido) almacenados en la base Jubany de la Antartida Argentina.

Observaciones: es una especie generalmente facil de identificar. Algunos aislamientos
pueden carecer de la tipica pigmentacion amarilla (Pitt & Hocking, 2009) pero no fue el
caso de nuestros aislamientos. Se observaron 8 cepas provenientes de 4 muestras (Fig. 5g-
h).

Penicillium commune Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 56. 1910.
Descripcion e ilustraciones: Samson & Frisvad (2004); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: esta especie produce acido ciclopiazonico (EI-Banna et al., 1987; Polonelli et
al., 1987; Frisvad & Filtenborg, 1989).

Ecologia: es el principal causante del detrimento en quesos (Lund et al., 1995; Hayaloglu
& Kirbag 2007). También fue aislado en niveles bajos de maiz, mani y soja (Pitt et al.,
1993; 1994). En la Antartida Argentina fue aislado de extracto de tomate deteriorado
(Comerio & Mac Cormark, 2004).

Observaciones: se obtuvieron 5 cepas a partir de dos muestras (Fig. 5i).

Penicillium crustosum Thom, The Penicillia: 399. 1930.

Descripcion e ilustraciones: Pitt & Hocking (2009).
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Micotoxinas: es el mayor productor de penitrem A, una potente neurotoxina (Pitt, 1979b;
Frisvad et al., 2006), que se produce en niveles altos (Sonjak et al., 2005; Frisvad et al.,
2006), por lo que la presencia de esta especie en los alimentos es una sefial de advertencia
(Pitt, 1979b). También produce roquefortina C y acido terrestrico (Frisvad & Samson,
2004).

Ecologia: es una especie ubicua, comdn en los alimentos y los piensos, tanto en las
regiones subtropicales y templadas. Fue aislada con frecuencia de frutos secos, carne,
queso, verduras, frutas con carozo y pepitas (Sonjak et al., 2005). También ha sido aislado
de maiz, carnes procesadas, quesos, galletas, pasteles y zumos de frutas (Pitt & Hocking,
2009). En Indonesia, en sustratos como el arroz, sorgo, soja, pimienta fueron encontrados
infectados con esta especie en un 1% (Pitt et al., 1998). En Argentina fue encontrada, entre
otras cepas también potencialmente toxigénicas, en granos de amaranto (Bresler et al.,
1991).

Observaciones: se obtuvieron 4 aislamientos de una unica muestra. Las cepas demostraron
tipica caracteristica de desprendimiento de costras (masas de conidios) al mover la placa de
Petri.

Penicillium expansum Link, Mag. Ges. Naturf. Freunde Berlin 3: 16. 1809.
Descripcion e ilustraciones: Samson & Frisvad, (2004); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: es un importante productor de citrinina y patulina (Harwig et al., 1973,
Ciegler et al., 1977). Crecimiento importante en residuos de remolacha azucarera, cascaras
de papa, jugos de frutas, etc., han dado lugar a toxicosis de animales domésticos (Andersen
et al., 2004).

Ecologia: ha sido aislado predominantemente en peras y manzanas podridas (Snowdon,
1990). También fue aislado de una amplia gama de otras frutas incluyendo tomates,
frutillas, paltas, mangos, uvas (Pitt y Hocking, 1997; Snowdon, 1990). Aislamientos poco
frecuentes fueron encontrados en verduras frescas, como cebollas, zanahorias y repollos
(Lugauskas et al., 2004). Fueron aislados a partir de maiz, trigo, arroz y cebada (Aziz et

al., 2006) y de una variedad de productos de cereales al por menor (Aran y Eke, 1987).

Observaciones: fue aislada una tnica cepa.
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Penicillium italicum Wehmer, Hedwigia 33: 211. 1894.

Descripcion e ilustraciones: Samson & Frisvad (2004); Pitt & Hocking (2009).

Micotoxinas: aungue exhibio toxicidad en algunos ensayos bioldgicos y un aislamiento
resultd toxico en patos, hasta el momento no esta probada la toxicidad en mamiferos (Pitt
& Hocking, 2009).

Ecologia: El habitat principal de esta especie son los frutos citricos, en quienes produce
una podredumbre destructiva, de considerable importancia econdmica (Snowdon, 1990).

Observaciones: se obtuvieron 2 cepas de una muestra.

e Pleosporales
Pleosporaceae
Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire, Trans. Br. mycol. Soc. 18(2): 157 (1933)

Descripcion e ilustraciones: Simmons (2007).

Micotoxinas: produce varias toxinas, de las cuales el acido tenuazonico (TA) es el mas
importante (Logrieco et al., 2003). Este compuesto es toxico para una amplia gama de
plantas y animales, especialmente ratones, embriones de pollo y gallinas (Logrieco et al.,
2003). Los toxinas con menor toxicidad son alternariol (AOH), alternariol monometil éter
(AME), altenueno (AE) y altertoxina I, Il y Il (Logrieco et al., 2003). La produccion de
una o mas de estas toxinas ha sido informada en tomates (Bottalico y Logrieco, 1998),

citricos (Logrieco et al., 1990), pimiento y melones (Bottalico y Logrieco, 2001).

Ecologia: fue aislada por Andersen y Frisvad (2004) en tomates mohosos. También es un
contaminante comun en cereales (Pitt & Hocking, 2009). En Argentina ha sido aislada en

tomates (Benavidez Rozo et al., 2014).
Observaciones: se aislaron 42 cepas a partir de 6 muestras.

La presencia de mohos micotoxigénicos no indica necesariamente la presencia de

micotoxinas, ya que su produccion se vera influenciada por varios factores tales como, la
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capacidad toxigénica de la cepa, factores intrinsecos como la a, y composiciéon del

sustrato, y factores extrinsecos como la temperatura y tiempo de incubacion.
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Figura 5: Colonias en CYA , 25°C, 7 dias (excepto c, en el cual el medio de cultivo es MEA) en cajas de
Petri de 90 mm; a. 4. flavus; b-c. A. niger; d. A. ochraceus; e. A. westerdijkiae; f. P. atramentosum; g-h. P,
chrysogenum (dos cepas distintas); 1. P commune.

56



5.4 Efecto de extractos de Flourensia blakeana en especies de Aspergillus.

5.4.1 Efecto de los extractos Flourensia blakeana sobre Aspergillus ochraceus.
5.4.1.1 Efecto del extracto en hexano.

El efecto del extracto hexanico de F. blakeana sobre A. ochraceus, se muestra en la Fig. 6.
Los datos obtenidos sobre % de inhibicion del desarrollo micelial fueron analizados con
ANOVA vy existen diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones ensayadas de
50, 100, 200 y 300 ppm. En los resultados obtenidos se observa que el mayor % de
inhibicidn micelial se presenta a una concentracion de 50 ppm con un 82 % en un periodo
de 14 dias. ElI comportamiento a concentraciones de 100, 200 y 300 ppm es similar,
manifestando una disminucién del % de inhibicién con la concentracion y con el periodo

de tiempo.
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Fig. 6: Efecto de extracto hexanico de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones, sobre el
% de inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus ochraceus.

5.4.1.2 Efecto del extracto en etanol.

El efecto del extracto en etanol de F. blakeana sobre % de inhibicién del desarrollo
micelial A. ochraceus se presenta en las Fig. 7 y 8. Las concentraciones de extracto
ensayadas fueron 50, 100, 200 y 300 ppm. En el desarrollo del micelio de los hongos, hubo

diferencias altamente significativas (p<0.05), en las dosis, y en el periodo del bioensayo.
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Se observa que el mayor % de inhibicion micelial se presenta a una concentracion de 300
ppm con un 40 % en un periodo de 10, dias. A concentraciones de 50, 100, 200 y 300
ppm, muestran un comportamiento similar presentando un aumento en % de inhibicién con

la concentracion y con el periodo de tiempo.

Fig. 7: Potencial del extracto en etanol de Flourensia blakeana, sobre el % de inhibicién del
crecimiento micelial de Aspergillus ochraceus a diferentes concentraciones del extracto.
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Fig. 8: Efecto de extracto en etanol de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones, sobre el
% de inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus ochraceus .

5.4.1.3 Efecto del extracto en acetona.

Los resultados extracto en acetona de F. blakeana sobre desarrollo micelial de A.
ochraceus se presenta en la Fig. 9. Las concentraciones de extracto ensayadas fueron 10,
50, 100, 200 ppm. En el crecimiento del micelio de los hongos, hubo diferencias
significativas (p<0.05), en las dosis, y en el periodo del bioensayo, se observa que el mayor
% de inhibicién micelial se presenta a una concentracion de 200 ppm con un 40 % en un

periodo de 14 dias.
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Las concentraciones de 10, 50, 100, 200 ppm, muestran en general un comportamiento
similar exhibiendo un aumento en % de inhibicidn con la concentracion y con el periodo
de tiempo y difiere del extracto etanolico en el rango de % de inhibicion con un minimo de

25% y un maximo del 40%.
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Fig. 9: Efecto de extracto en acetona de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones, sobre
el % de inhibicién del crecimiento micelial de Aspergillus ochraceus.

5.4.1.4 Efecto del extracto en cloroformo.

El efecto del extracto cloroférmico de F. blakeana sobre % de inhibicion del desarrollo
micelial de A. ochraceus se presentan en las Fig. 10 y 11. El crecimiento micelial mostré
diferencias significativas (p<0.05), para concentraciones de 50, 100, 200 ppm y con el
periodo del bioensayo. Se observa que el mayor % de inhibicién micelial se exhibe a 200
ppm con un 90 % en un periodo de 10 dias y las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm,
presentan un comportamiento similar entre ellas, exhibiendo un aumento en % de

inhibicidn con la concentracién y con el periodo de tiempo.
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Fig. 10: Potencial del extracto en cloroformo de Flourensia blakeana, sobre el % de inhibicién del
crecimiento micelial de Aspergillus. ochraceus a diferentes concentraciones del extracto en un
periodo de 10 dias.
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Fig. 11: Efecto de extracto cloroférmico de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones,
sobre el % de inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus ochraceus.

5.4.2. Efecto de extractos de Flourensia blakeana en Aspergillus parasiticus.
5.4.2.1 Efecto del extracto en cloroformo.

En la Fig.12 se presenta la accion del extracto en cloroformo de F. blakeana sobre
crecimiento micelial de A. parasiticus. En el desarrollo del micelio, hubo diferencias
significativas (p<0.05) para las concentraciones de 500 y 1000 ppm y en las
concentraciones de 50,100 y 300 ppm no hay diferencias significativas relacionadas con
las dosis, y con el periodo del bioensayo. Se observa que el mayor % de inhibicion micelial
se presenta a una concentracion de 1000 ppm con un 76 % en un periodo de 3 dias.
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Fig. 12: Efecto de extracto cloroférmico de Flourensia. blakeana a diferentes concentraciones,
sobre el % de inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus parasitcus.

5.4.3 Efecto de extractos de Flourensia blakeana sobre Aspergillus niger.
5.4.3.1 Efecto del extracto en hexano.

En la Fig.13 se observa el efecto del extracto hexéanico de F. blakeana en la inhibicion del
crecimiento micelial de A. niger. En el desarrollo del micelio de los hongos, hubo
diferencias significativas (p<0.05), Las concentraciones de extracto fueron 10, 50, 100, 200
y 300 ppm. Se observa que el % de inhibicién micelial mas importante se presenta a una
concentracion de 300 ppm con un 27% en un periodo de 3 dias.; para las concentraciones
de 50 y 100 ppm muestran niveles relativamente bajos en el % de inhibicion y para 200 y

300 ppm la tendencia es muy similar.
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Fig. 13: Efecto de extracto hexanico de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones, sobre el
% de inhibicién del crecimiento micelial de Aspergillus niger.

5.4.3.2 Efecto del extracto en acetona de Flourensia blakeana

El efecto del extracto en acetona de F. blakeana sobre % de inhibicion del crecimiento
micelial de A. niger se presenta en las Fig. 14 y 15. En el desarrollo del micelio hubo
diferencias significativas (p<0.05), en las dosis, y en el periodo del bioensayo.
Las concentraciones de extracto fueron 50, 100, 200 y 300 ppm. Se observa que el mayor
% de inhibicién micelial se presenta a una concentracion de 300 ppm con un 26 % en un
periodo de 3 dias. Las concentraciones experimentadas de 50, 100 y 200 ppm, muestran en
general un tendencia similar entre ellas exhibiendo un % de inhibicion con la

concentracion y con el periodo de tiempo poco significativos.

Fig. 14: Potencial del extracto en acetona de Flourensia blakeana, sobre el % de inhibicién del
crecimiento micelial de Aspergillus niger a diferentes concentraciones del extracto en un periodo
de 7 dias.
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Fig. 15: Efecto de extracto en acetona de Flourensia blakeana a diferentes concentraciones, sobre
el % de inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus niger.

En relacidon con estudios reportados sobre otras especies del género Flourensia, para los
extractos etanolicos de F. microphylla, F. cernua, y F. retinophyllia, informaron
la inhibicion en el desarrollo del micelio de tres patdgenos: Alternaria sp, Rhizoctonia
solani y F. oxysporum. A una dosis entre 1000 y 1500 ppm para lograr una efecto

inhibitorio en los patdgenos investigados (Jasso Rodriguez et al., 2007).

Asi mismo, investigaciones con el aceite de canela, aldehido cinamico natural, aldehido
cindmico sintético, aceite de citral y citral fueron probados contra el crecimiento de A.
ochraceus y produccién OTA para ensayos de fumigacion y de contacto. El aldehido
cinamico natural resulto ser el mas eficaz contra A. ochraceus, seguido por el aceite de
canela, aldehido cinamico sintetico, citral, aceite de citral, eugenol, menta, anis, eucalipto
y aceites de alcanfor y la inhibicion completa del crecimiento flngico se obtuvo a 150-250
ml/l con la fumigacion y 250- 500 ml/l con los ensayos de contacto de aceite de canela,

aldehido cinamico natural y sintético, aceite de citral y citral. (Hua et al., 2014).

Por otra parte, también se ha sefialado la accién A. ochraceus en la conversion
del aldehido cinamico en alcohol cinamico, y la actividad antimicrobiana de aldehido

cindmico se atribuyd principalmente al grupo carbonilo de su aldehido.

Los resultados obtenidos en el presente estudio en correlacion a la accion de antifungico
sobre A. ochraceus, en extractos de Flourensia blakeana mostraron que el extracto

hexanico y cloroférmico exhibieron el mayor potencial inhibitorio entre 50 y 200 ppm con
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un 82% en 14 dias y 90% en 10 dias, respectivamente. Nuestros resultados contrastados
con los informados por Hua et al. (2014) presentan una un efecto inhibitorio en el
crecimiento de A. ochraceus a concentraciones mas bajas, en un rango comprendido entre
50 y 300 ppm.

En cuanto a Aspergillus parasiticus, se han reportado investigaciones sobre la actividad
antifungica exhibida por 1,8-cineol y mostrd efectos solo en la concentracion més alta, lo
que podria indicar que el principal constituyente del aceite no es el GUnico componente
responsable de limitar el crecimiento de hongos (Vilela et al., 2009). También se
ha observado una falta de actividad antifungica cuando fueron comparados el AE de
E. globulus y 1,8-cineol, revelando que el crecimiento de Aspergillus flavus y
A. parasiticus pueden no ser sensibles a un Unico monoterpeno, sino a una mezcla de dos

0 mas compuestos (Rasooli & Abyaneh, 2004).

En correspondencia con los resultados obtenidos en nuestra investigacion, relacionadas a la
inhibicidn de A. parasiticus por accion del extracto cloroférmico de F. blakeana, el mayor

efecto inhibitorio se obtuvo a 1000 ppm con un 76% en un periodo de 3 dias.

Son numerosos las investigaciones reportadas sobre efectos antifungicos de AE en A. niger
y otros hongos micotoxigénicos. Rasooli et al. (2006) estudiaron el AE de timo eriocalyx y
el timo x-porlock, con especial referencia al mecanismo de la inhibicion del crecimiento
de A. niger a nivel ultraestructural; resultados obtenidos indican una completa eliminacién

de A. niger a 250 y 500 ppm en T. eriocalyx y T. porlock respectivamente.

Por otra parte la actividad antifingica del AE de tomillo fue menos eficiente en el control
de micelios que cuando se aplica durante 24 horas como fumigantes contra micelio y

esporas de A. flavus, y A. ochraceus (Paster et al., 1995).

En correlacion con los resultados alcanzados sobre la inhibicién del crecimiento micelial
de A. niger por accién de los extractos hexanico y cloroféormico de F. blakeana, los
porcentajes de inhibicién mostraron un maximo de 26 y 27% a 300 ppm respectivamente,

en un periodo de 3 dias.

El estudio de los diversos extractos de Flourensia blakeana concluye que los extractos
presenta un potencial antifungico selectivo con la concentracion, solvente de extraccion y
especie de hongo. Se obtuvieron resultados muy interesantes en la inhibicion del

crecimiento fangico de Aspergillus ochraceus. En el extracto cloroférmico se informa que
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el mayor % de inhibicion micelial se exhibe a 200 ppm con un 90 % en un periodo de 10
dias y el extracto hexanico inhibe en un 82 % el crecimiento micelial a una concentracion

de 50 ppm en 14 dias.

Igualmente varios compuestos han sido reportados en especies del genero Flourensia entre
los que se destacan, benzofuranos y benzopiranos, flavonoides, de cadena larga, prenil
flavonoides, acido dehidroflourensico, sesquiterpenos (Aregullin y Rodriguez, 1983;
Guerreiro et al., 1979; Mata et al., 2003; Uriburu et al., 2004, 2007). Estos compuestos
muy probablemente estan presentes en nuestros extractos y pueden ser responsables de la
actividad antifungica. También es posible considerar el efecto sinérgico de componentes
menores que puede representar una parte importante de la actividad antifungica en los
extractos vegetales.

En particular, el efecto sobre el crecimiento de los hongos y su posible rol en la biosintesis
de las micotoxinas, son aspectos importantes a dilucidar para poder emplear a estos
extractos y compuestos como antifungicos naturales o como sinergistas de los fungicidas
actualmente en uso. La utilizacion de compuestos para controlar el crecimiento fangico y/o
la produccion de toxina, naturalmente presentes en plantas y considerados seguros, pueden
resultar menos riesgosos y reducir los efectos desfavorables que provocan la utilizacion de
sustancias quimicas de introduccion reciente. Ademas, los compuestos fendlicos al ser
metabolitos secundarios de practicamente todas las plantas pueden ser agentes antifingicos

de facil obtencion, para la aplicacion pre y/o post cosecha.
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6. CONCLUSIONES

La presente investigacion es un aporte importante como antecedente a nivel
regional, sobre los limites de contaminacion bacteriana y fangica en el pimentén,
debido a que en nuestro pais no existe actualmente un patron microbiol6gico para

esta especia.

No se observo relacion entre los niveles de contaminacién de RAM, CT y hongos
con los valores medidos de actividad acuosa, esto probablemente sea porque todos

se encuentran en un rango seguro desde el punto de vista microbiolégico.

El predominio de mohos de almacenamiento (Aspergillus y Penicillium) en las
muestras estudiadas, confirman la capacidad de estos géneros de colonizar en

sustratos de baja ay.

Los hongos de campo (Alternaria, Cladosporium y Fusarium) fueron encontrados

en menor porcentaje.

Se identificaron 18 especies potencialmente toxicogénicas, pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Penicillium y Alternaria. Aspergillus niger, especie
potencialmente productora de ocratoxina A, es la que presenta el mayor porcentaje

de incidencia y se encuentra distribuida en la mayoria de las muestras analizadas.
Aspergillus westerdijkiae, seria la primera cita para nuestro pais.

El efecto inhibitorio de los diversos extractos de Fluorensia blakeana, manifiestan
un potencial antifingico, selectivo con la concentracion, solvente de extraccién y

con el tipo de cepa.

Los extractos ensayados de Fluorensia blakeana inhibieron el crecimiento de
hongos contaminantes aislados de muestras de pimenton.
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7. ANEXO

7.1 MEDIOS DE CULTIVOS EMPLEADOS

Agar Dicloran 18 % Glicerol (DG18) (Pitt y Hocking 2009)

Glucosa 10,0 ¢
Peptona 50¢g
KH;PO4 109
MgS0O,4.7H,0 059
Dicloran (0,2% en etanol, p/v) 1,0 ml
Agar 1509
Cloranfenicol 0,1g
Agua destilada 800 ml

Para producir este medio, se agrega los ingredientes menores, el agar y 800 ml de agua
destilada. Después de hervir por 30 min se agrega 220 g de glicerol (grado analitico), luego
se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 min. El pH final debera estar en el rango
55-5,8yla ay, 0,955.

Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA) (Klich, 2002)

K2HPO,4 109
Concentrado Czapek 10,0 ml
Extracto de levadura 5049
Sacarosa 30,09
Agar 1509
Agua destilada 1000 ml

Concentrado Czapek (con metales traza)

NaNO3 300¢
KCl 500
MgSO4.7H,0 500
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FeSO,4.7H,0 0,19

ZnS0,4.7H,0 0,1lg
CuS04.5H,0 0,05¢g
Agua destilada 100 ml

Para producir este medio puede usarse sacarosa refinada de mesa pero debe estar libre de
oxido de azufre. Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 min. El pH final es 6,7

Agar Extracto de Malta (MEA) (Pitt y Hocking 2009)
Extracto de maltaen polvo 20,0 g

Glucosa 20,0g
Peptona 109
Agar 20,09
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. El pH final del medio es 5,6.

Agar Papa Dextrosa (PDA) (Pitt y Hocking 2009)

Papas 250,0¢
Glucosa 20,0g
Agar 1509
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Agar Czapek Extracto de Levadura con 20% de Sacarosa (CY20S) (Pitt y Hocking
2009)

K,HPO, 1,09
Czapek concentrado 10 ml
Extracto de levadura 5049
Sacarosa 200,0 ¢
Agar 1509

Agua destilada 1000 ml




Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C. El pH final es 5,2.

Concentrado Czapek

NaNO; 30,09
KCI 5090
MgS0,4.7H,0 500
FeSO,4.7H,0 0,19
Agua destilada 100 ml

Czapek concentrado se mantendra indefinidamente sin esterilizacion.

Agar Nitrato Glicerol 25% (G25N) (Pitt y Hocking 2009)

K,HPO, 0,7594¢
Czapek concentrado 7,5 ml
Extracto de levadura 3,79

Glicerol, grado analitico 250,0 ¢
Agar 12049
Agua destilada 750 ml

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121° C. El pH final es 7.
AGAR PARA RECUENTO EN PLACA (PCA)

Peptona de caseina 509
Extracto de levadura 250
Glucosa D (+) 109
Agar-agar 14049
Agua destilada 1000 ml

Para producir este medio mezclar todos los ingredientes. Hervir durante 30 min. Esterilizar
en autoclave durante 15 minutos a 121° C. El pH final del medio es de 7,0 £ 0,2.

AGUA PEPTONA TAMPONADA. MANUAL ANALITICO DE BACTERIOLOGIA, 8VA.
EDICION, REVISION A, 1998.

Peptona 109
Cloruro de sodio 59

Fosfato disddico 35¢g




Monofosfato de potasio 15¢

Agua destilada 1L
Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C. EI pH final del medio es de 7,2 + 0,2,
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