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1.1.- Especia: Definicidn y concepto. Legisla

cién vigente.-

El Codigo Alimentario Espafol (1.967), en su
capftulo XXIV, apartado 3.24.21, Seccidn 38, designa con

el nombre de sspecias o condimentos aromdticos a “las /

plantas, frescas o desscadas, gnteras o molidas que, por
tenaer saborss u olores caracteristicos; se destinan a la
condimentacidn o a la preparacién de ciertas beshbidas".

La legislacidn espafiola vigente al respecto,
elaborada a partir de las directrices recogidas en el C§
digo Alimentario, se promulgd bajo la denominacién de /
"Reglamentacidn tdcnico~-sanitaria para la elaboracidn, /
fabricacidén, circulacidén y comercioc de condimentos y es—
pecias", mediante el Real Decreto 2242/1.984, de 26 des /
septiembre, publicado en sl Boletin Oficial del Estado /
N2 306 de 22 de diciembre de 1.984, En esta disposicién
se deroga la legislacidén preexistente (B.0.E. ndmeros /
293, de 7/X11/60, y 177, de 26/VII/61).

El esquema de la Reglamentacidn técnico-sani-
taria propuesta para condimentos y espescias pusde resu—

mirse como sique:



TITULO PRIMERO: Definiciones y clasificacig——
nes., |

- Especia o condimento aromético.

-~ Condimentos preparados o sazonadorss.

- Sucedéneos de espsecias.

- Clasificaciép y denominacidn de las espe—

cias. |

-~ Clasificacién de los condimentos preparados

a sazonadorss.

TITULO SEGUNDO: Condiciones de las industrias,
de los materialss y del personal.,

- Requisitos industriales.

- Requisitos higiénico-sanitarios.

- Condiciones generales de los materiales.

- Condiciones del psrsonal.

- Manipulaciones psrmitidas y prohibidas.

TITULO TERCERO: Registro sanitario.

- Identificacién de la industria.

TITULO CUARTO: Materias primas, otros ingre——
dientes y aditivos. Caracteristicas de los productog ter
minados.

- Materies primas y otros ingredientas.

- Aditivos.

- Caracteristicas de los productos terminados,



—— Especificaciones microbioldgicas.
— Caracieristicas especificas.

TITULO QUINTO: Envasado, rotulacidén, presenta-
cidn y publicidad.,

TITULO SEXTO: Almacenamiento, tramsporte, ven—
ta, exportacidn e importacién.

TITULO SEPTIMO: Responsabilidades y compsten—
cias.

TITULO OCTAVO: Métodos de andlisis,

En el TITULD PRIMERO se define, a efectos de /

Reglamentacidn, a las gspecias o condimentos aromdticos

como "plantas o partes de las mismas, frescas o desecadas,
enteras, troceadas o molidas, que por su color, aroma o /
sabor caracteristicos, se destinan a la preparacidn de a-
limentos o bebidas, con el fin de incorporarles estas ca-
racter{sticas, haciéndolss mds apetecibles y sabrosos vy,
en consecuencia, consiguisndo un mejor aprovechamiento de
los mismos™.

A continuacién, dentro del TITULO PRIMERG, se

designa como condimento preparado o sazonador al "produc-

to obtenido por la simple mezcla de varias especias o con



autorizadas especificamente”, como sal, azlcares, hari——
nas, féculas, almidones, vinagre, grasas y aceitss comes
tibles. Los condimentos preparados a los qua ss incorpo-
ren aditives cuya accidn va a desarrollarse en la elabo-
racién del preparado alimenticio al qua van dirigidos y
cuya presencia en el condimemto preparado estd explicada
por su mayor facilidad de dosificacidn y homogensizacidn
en las materias primas a las que se vaa incorporar, no /
tendrdn la consideracidn de "condimentos preparados", si
no la de "aditivos" y, a tal efacto, asi serdn considera
dos administrativa y juridicamente.

Por dltimo, se consideran suceddneos de espe-

cias a "los productos elaborados con ingrsdientes distin
tos de las especias que marcan su denominacidén, de pro—
piedades parecidas, que adoptan la misma presentacidén, /
aspecto f{isico y usos que la especia genuina, y estdn /
destinados a reemplazarla®.

Posteriormente, y siempre dentro del TITULO
PRIMERO, se procede a la clasificacidén y denominacidn de
las especias que, seqin la parts vegetal que les confie-
re su accién, resultan encuadradas (con cardcter enuncia
tivo, no limitative) en:

l.- ARILOS.

1.1.- Macis (Myristica fragans Houttyl).




3.-

4'-

50-

2010"

2.20-

Ajo (Allium sativum L.).

Cebolla (Allium cepa L., y otras va

riedades comestibles).

CORTEZAS.

3010-

Canela (Cinnamomum ceylanicum Blume,

C. cassia Blume, C, burmani Blume, y

otras especies).

FLORES Y PARTES FLORALES.

4010-

4.2."

4.3.-

Alcaparra (Capparis spineosa L., C.

ovata Desp.).

Azafrdn (Crocus sativus L.).

Clavo (Caryophyllus aromaticus L.).

FRUTDS,

5.1'-

5020-
5030‘-

5.4..-

5.5.-

506."’

5.7."’

5.8.~

Alcaravea = Comino alemdn o de pra-

do (Carum carwui

Anfs (Pimpinella anisum L.).

Apio (Apium graveolens L.).

Badiana = Anfs estrellado (Illicium

verum Hooker).

Cardamomo (Elsttaria cardamomum Whi

te y Maton, y especies afines).

Cilantro (Coriandrum sativum L.).

Comino (Cuminum cyminum L.).

Enebro (Juniperus communis L.).




5.10,- Pimentén (Capsicum annuum L., C.

lOﬂgUﬂ D.C. ) .

S5.11.- Pimienta blanca (Piper nigrum L.).

5,12,- Pimienta de Cayesna (Capsicum fru—

tescens L., C. baccatum L., C. fas

tigiatum B.L.).

5.13.—~ Pimienta de Jamaica = Pimienta in-

glesa (Pimenta officinalis Berg.).

5.14,- Pimisnta negra (Piper nigrum L.).

S.15.~ Vainilla (Vainilla planifolia An—

drews, V. pompona Schiede).

HOJAS Y SUMIDADES.

6010-
6020"'

6.3.-

6eBe=

6.9.’-

Ajedrea (Satureja hortensis L.).

Artemisa (Artemisia wvulgaris L.).

Espliego (Lavandula spica L.).

Estragdn (Artemisia dracunculus L.)

Hierbabuena (Mentha arvensis L.).

Laurel (Laurus nobilis L.).

Mejorana (Thymus mastichina L. y

Origanum mejorana L.).

Menta (Mentha piperita L., M. viri

dis L., M., aquatica L., y otras),

Orégano (Origanum vulgare L., 0. /

virens Hoffgg.).



7.‘-

Hofpm.).
6.11.~ Poleo (Mentha pulegium L.).

6.12.- Romero (Rosmarinus officinalis L.}

6.,13.,~ Salvia (Salvia officinalis L., S.

lavandulaefolia Walp.).

6014.,~ Tomillo (Thymus wvulgaris L. T. zy-
gis L., T. piperella L.).

RIZOMAS Y RAICES.

7.1.— C4lamo (Acorus calamus

7e2+=~ Clrcuma = Cedoaria (Curcuma zsdoa—

ria Ross).

7.3.~- Galanga (Alpinia officinarum Hange

y otras especies del mismo génera).

7.4.,~ Jengibre (Zingiber aofficinale Rose).

SEMILLAS.

8,1.~ Ajonjoli = Sésamo (Sesamum orienta-—

le, S. indicum

8.2.,- Mostaza (Brassica juncea, B. nigra

Koch, Sinapis alba L.).

8.3.- Nuez moscada (Myristica fragans /

Houttyl.).



pulaciones permitidas y prohibidas, se autoriza la sste-
rilizacidén de las especias y condimentos por procedimiepn

tos fisicos y quimicos, con mencidn expresa del éxido d

——

etileno como agente esterilizante (siempre que el resi—

duo no exceda de 50 ppm.). Ademds, se autoriza la manipu
lacién de las especias para la limpieza, seleccidn, dese
cacidn, deshidratado, liofilizado, troceadoc y molido de
la especia natural sin adicidn o mezcla de componente al
guno.

Se prohibe la venta a granel al consumidor fi

nal, entre otras prohibiciones generales y especificas,

En el TITULO CUARTD, dentro del Art{cule 15,
gque contempla las caracteristicas de los productos termi
nados, entre sus Condiciones Generales (15.1), se mencigo
nan las ﬁspecificaciones Microbioldgicas, sefialdndose /
que "las especias y condimentos no contendrdn microorga-
nismos patdégenos o sus toxinas, y se tolsrardn los si——=

guientes limites mdximos:

Escherichia coli sceeceesee lxlﬂl col./gr.

Sulfito reductorses =
anasrobios ssporulados ... 1x10~ col./gr.

Salmonella ....ccccc0c0000 Ausencia en 25 gr."



de Andlisis, hasta tanto no existan los mdtodos oficia——
les que correspondan, lé Comisién Interministerial para

la Ordenacién Alimentaria (C.I.0.A.), rscomendard los mé
todos precisos, coordinandc su actuacidn con el Centro /
Nacional de Alimentacidn y Nutricién, con el Centre de /
Investigacién y Control de la Calidad y con el Laborato-

rioc Agrario del Estado.
2.- 0BJETO E INTERES DEL TRABAJS.-

2.1l.- Caracteristicas de las productos objeto

de estudio.-

Las espscias y condimentos se emplean princi-
palmente en las prdcticas culinarias de preparacidn y a-
derezo de numsrosos alimentos, tanto a nivel particular
o familiar como a nivel industrial (industrias cédrnicas,
fabricacién de embutidos, chacinerfa, quesos,etc.), in—-—
corpordndose por tanto a diversos aspectos de la alimen-
cién humana.

Su consumo se realiza generalmente en su esta
do natural, sscas, deshidratadas, enteras, molidas o lig
filizadas, aunque en algunos casos Se procede a la eXe——

traccidn del principio activo y su posterior comerciali-



tural.

Segdn Miller (1.981), sus efectos se deben /
fundamentalmente a su contenido sn aceites esenciales, /
alcaeloides y taninos, y an muchas ocasiones se incluye &
las especias entre las denominadas plantas medicinales /
como consecusncia de los efectos farmacoldgicos de las /
sustancias que contisnen.

Una de las caracteristicas destacables de las
especias, de interés para nuestro estudio, es la presen—
cia an muchas de allasAde sustancias con accidn antimi——
crobiana, Es un hacho, conocido desde la Antiglledad, la
utilizacién de especias y aceites vegetales para embalsa
mar caddveres, ya que los protegian frente a la putrefac
cién, Hoy se sabs que entre los componentes de las sus——
tancias antimicrobianas de las especias se cuentan alca-
loides (en la pimienta, por ejemplo), taninos y &4cidos /
orgdnicos (como por ejemplo el dc. benzoico del clavo y
la canela); en numerosas especias los compuestos con tal
accidn son los propios aceites esenciales, mezclas de di
ferentes productos voldtiles entre los que se incluyen /
hidrocarburos, alcoholes, cstonas, fenoles, édteres fesnd-—
licos, 4cidos y sus ésteres, derivados sulfurados, stc.
Muchos de los hidrocarburos, alcoholes y cetonas son de

naturaleza terpenoide. En algldn caso, como ocurre con la



cias se incluyen entrs los antibidticos elaboradas por /
los vegetales suparioraé (Tokin, 1.956).

Entre las sustancias con accidn antimicrobia-
na contenidas en las especias, MOllar (1.981) cita caomo

las me jor conocidas a las reunidas enm la TABLA I.

La concentracidn de los aceites esenciales va
rfa bastante entrs los distintos condimentos y especias.
Entre los mis ricos, se encuentran sl clavo (15-17 %) vy
la nuez moscada (alrededor del 16 %).

Su poder antimicrobianoc se valora mediants sl
coeficisnte fendlico, afectando a los diferentes microor
ganismos con intensidad variable (Korzybski y Korylowicz,
1,961): se ha comprobado que los aceites esenciales de /
clavo, canela y ajo tienen un efecto bactsricida muy acy
sado, mientras que los aceites esenciales de alcaravea,
eneldo, comino, an{s y canela inhiben espscialmente el /
crecimiento de los honges,

Es destacable el efecto de la esencia de tomi

llo, con un coeficiente fendlico de 13,4 (Herrmann,l.963).



dad. Criterios microbiolégicaos.-

CONTAMINACION,~

La mayoria de las especias presentan unos hé-
bitats geogrdficos de cultivo cuyas condiciones climato-
18gicas favorecen el desarrollo da una amplia variedad /
de microorganismos, tanta bacterias como mohos y levadu-
ras.

Las sspecias y condimentos, al igual que los
productos agrfcolas en general y algunos de ellos en par
ticular (hierbas y plantas aromdticas), ss contaminan mi
crobioldgicamente durante las distintas fases del culti-
vo, recoleccidn, transporte, almacsnamiento, slaboracidn
procesado, envasado, distribucidn, stc., predominando ae
neralmente las poblaciones de bacterias aerobias formadog
ras de esporas. Los mghos aparecsn usualmente como espo-
ras mds que como micelios vegetatives, variando sus po—
blaciones entre limites muy amplios. Segdn Hesseltine /
(1.965), tras la cosecha sl crecimiento del moho depende
del nivel de humedad del producto, temperatura y humedad
del ambiente, rapidez del secado, aireacidn, aparicién /
de microclimas locales como consecuencia del desarrollo
de diversos microorganismos saobre los productos agrico--

las almcenados, insectos, suciedad, tratamiento quimico,



etc.

Se sabe que la mayoria de las especias usadas
en la alimentacidén humana estédn contaminadas en diverso
gradoc con bacterias, hongas e incluso insectos., También
se canocs desde hace mucha tiempo que los condimentos /
dan origen a la alteracidn o destruccién ocasional de /
los alimentos a los que han sido adiciﬁnados. Los estu~
dios conducidos por James (1.938) mostraban ya que la /
mostaza molida contiene una microflora mds abundante que
las semillas enteras, compuesta ademds por mohos, lesvadu
ras y bacterias. Fabian gt al. (1.939) observaron que la
mezcla de especias usada en la preparacidén de escabeches
provocaba la alteracién del alimento por si sola, al con
trolar el resto de posibles factores influyentes. |

Desde entonces, numercsos autores han estudia
do la contaminacidn microbioldgica de las distintas espe
cias, principalments la contaminacidn bacteriana, asi co
mo los diversos aspectos sobre la variabilidad y supervi
vencia de dicha miggoflora, adicidn a otros alimentos, /
etc.: Smith (1.940), Yesair y Williams (1.942), Castell
(1944), Lal y Sadasivan (1944), Proctor et al. (1,950),
Coretti (1.955), Pohja (1.957), Misra (1.962), Rao gt al.
(1.962), Strong st al. (1.963), Silliker (1.963), Pruthi

(1.964), warmbrod y Fry (1.966), Kinner et al. (1.968),



(1.969, 1.970), Vaughn (1.970), Clarck (1.970), Krishnas
wamy (1.971, 1.973), Smérup y Mathur (1.972), Hadlok y /
Taure (1.973), Julseth y Deibel (1.974), Gerhardt (1.974)
Likewise st al.(1,974), Powsrs et al. (1.975), Zschaler
(1.979), mller (1.981), ...

Las conclusiones generales que pueden establg
cerse de sus estudios parten del hecho de que, aunque mu
chos condimentos contienen sustancias antimicrobianas, /
como ya hemos indicado, las especias suelen presentar u-
na elevada tasa de microorganismos como contaminantes /
bidticos y es frecuente que la alteracidn de los alimen-—
tos a los que se adicionan estos productos se deba a los
microorganismos aportados por ellos, especialments cuan-—
do se trata de embutidos y otros‘productos cdrnicos. Se-
gdn Coretti (1.,955), merece especial atencidn el elsvado
contenido en esporas bacterianas: las esporas de bacte—

rias aerobias (Bacillus subtilis y especies afines) y a-

naerobias (Clostridium, ...) plantean dificultades en la

fabricacidn de embutidos cocidos y otros productos cdrni
cos; asi, por ejemplo, se han observado numerosos casos

de abombamientos en conservas de jamén y de alteracidn /
en embutidos crudos mal curados atribuibles a la pimien-
ta (segin Richmond y Fields, 1,966, en 28 muestras de pi

mienta negra detectaron entre 600 y 570,000 esporas/gr.,



Bodrossy seffalaba que en casi la mitad de 345 muestras /
estudiadas, procedentes de la industria cdrnica, se pudo
comprobar la presencia de Escherichia coli, y en 3 la de

Salmonella. En algunos casos (Ormay et al., 1.968) se in

forma incluso de envenenamientos aparecidas en Hungria,
causados por Bacillus cersus, localizados en dmbitos ca-
seros y como consscuencia de un sazonamiento muy abundan
te en pimentdn.

En la TABLA II, reunida por Miller (1.981), /
se rscogen algunos datos sobre contaminacidén microbiana

de especias y condimentos.

Dejanda a un lado los datos sobre la contami-
nacidn bacteriana y centrdndonos sobre nuestro objeto de
estudio, la micoflora de las especias, Christensen et al.

(1.967) seffalan que las especias y condimentos contienen

numerosas especies de Penicillium, Aspergillus, Cladospg

rium, Scopulariopsis y otros, sobre todo en forma de es-

poras. De la pimienta negra, pimentdén dulce y pimentdén /
picante aislan preferentements Aspsergillus glaucus y A.

restrictus, aunque también encuentran con frecuencia A.

flavus y A. ochraceus, algunas de cuyas cepas praoducen /



1.973) mencionan que mohos y levaduras se hallan presen-—
tes como flora infactanﬁa en las especias que estudiaban
(pimienta negra, cilamtro, mostaza, comino, hinojo, "cu-
rry” en polvoe, ...). No citan, sin embargo, las especies
aisladas y tan sdlo indican que la pimienta negra es la
que proporcionaba unos rescuentos mds elsvados: 9.800 col.
/gr.

Jay (1.978) cita datos sobre cifras des micro-
organismos sn condimentos y especias recogidos en siste-
mas comerciales de ventas al por menor, Las especias es—-
tudiadas y los recuentos de mchos y levaduras obtenidos
se recogen en la TABLA III (datos publicados por Karlson
y Gunderson, 1,865).

Mmés recientemente, Schwab et al. (1,982) apor
tan datos sobre los recuentos de mohos y levaduras reali
zados sobre cimo especias: canela, clavo, jengibre, nuez
moscada y pimsntdn. Seffalan que los valores medios fug——
ron bajos por lo general, y que la media mds alta se ob-
tuve para la canela: 290 col./gr. No citan identifica—
cidn taxondmica de especies fdngicas.

En lo que se refiere al efecto de las sustan—
cias antimicrobianas contenidas sn las especias, y antes
citadas, sobre la poblacidn fdngica de sstos productos,

Hitokoto et al.(1.980) estudiaron el efecto de treinta /



cién de toxinas de tres especies de Aspergillus toxigéni
cos: A. flavus, A. nchréceus y A. versicolor. De todas /
las especias estudiadas, tan sdlo clave, cansla, semi——-
llas de anis estrellado y pimienta inglesa inhibian com-
pletamente el crescimiento fdngico "in vitro”, siando el
clavo molido la especia que mostré un mayor efecto inhi-
bidor sobrs el crecimieﬁto de los hongos ensayados. Por
el contrario, doce de las especias (entre las que se en—
cuentra ei pimentén) tenian un efecto relativamsnte mg—
nor (del 0 al 45 %) sobre el crecimiento y la produccidn
de toxinas por parte de las tres especies de Aspergi——

llus.

En apoyo de sus resultados, citan a Christen=-
sen (1.972), que no encontrd una fuerte polucidn por hon
gos sobre pimisntas de Capsicum.

En cambio, diversos autores como Mislivec et
al.(1.972), Hadlok (1.970), Christensen gt al. (1.967),
Pal y Kundu (1.972), ..., comunican elevadas tasas de rg
cuentoc de mohos sn especias diversas, principalmente pi-

misnta blanca, pimienta neqra, pimienta de Cayena y pi—

mentdn.



Entre las soluciocnes viables para una comer——
cializacidn sujeta a nofmas sanitarias estrictas de 1las
aspecias y condimentos, se incluye la desinfeccién o es-
terilizacidn de estos productos.

Los métodos utilizados para eliminar o dismi-
nuir notoriamente la carga microbiana de las especias /
han ido variando a lo largo del tiempo, y los més efica-
ces podemos resumirlos brevemente como sigue:

s CALOR SECO.~- Su eficacia depende de las tem
peraturas alcanzadas sn el proceso., Su utilizacidén hoy /
dia estd descartada a causa de las pdrdidas que origina
en aroma y sabor, ademds de fuertes alteraciones del co-
lor. As{, Gerhardt (1974).opina que hay que obviar los /
tratamientos por calor, incluida la radiacidn infrarroja
ya que el empleo de tempesraturas elevadas va coligado a
la pérdida de aceites sesenciales y otros componentes /
principales.
zacidén de las especias data de 1.942 (Yesair y Williams):
una permanencia de 15 minutos en autoclave a 121° C'eli—
mina eficazmente la microflora contaminante, peroc provo-
ca el deterioro intenso del aroma de las especias por /

pérdida de voldtiles, ademds de otros dafios.

- e ww e e e



diado desde 1.955 (Coretti), es eficaz tan sélo sobre /
gérmenes superficiales é causa de sSu escaso podsr de pe-
netracidn en el material irradiade. Afecta principalmen-
te a las formas vegetativas, disminuyendo su eficacia al
actuar sobre formas esporuladas.

- Rayos catddicos, Rayos X, ... : Métaodo

analizado por T&rBk y Farkas (1.961), se revela mds efi-
caz que las radiaciones U.V. a causa de su mayor poder /
de penetracién,

Lake y Farber (1.966) estudiaron el efectoc de
la irradiacidn sobre sl contenido en bacterias, levadu—
ras y mochos de 12 especias, sncontrando que la pablacién
microbiana podia ser aliminada por completo o reducida a
niveles insignificantes, si bien hallaron gue se produ—-
cian cambios considerables en los complsejos oclorosos y /
sustancias voldtiles, sobre todo en pimienta negra, cla-
vo y cansla.

Segdn Mayr y Suhr (1972), la irradiacidn de /
especias presenta una serie de limitaciones entre las /
qus incluyen el alto costo de la tecnologia necesaria, /
la mayor experiencia técnica requerida en la industria,
un efecto adverso sobre color y aroma, y posibles proble
mas en los limites de seguridad, junto a aspectos nutri~

cionales y toxicoldgicos por posibles cambios quimicos,



especias.

Gerhardt (1.974), que desecha la radiacién /
U.V. por su escasa eficiencia, indica que la radiacidn /
con electrones acelerados consigue reducciocnes desl orden
de 103 en el ndmeroc de gérmenes (eficiente, por tanto, /
hasta cierto punto). La utilizacidén de rayos gamma la /
considera con escepticismo debido a las rigurosas msdi-—-—
das de seguridad a tomar, si bien su eficacia es nctable,
y su nula rentabilidad salvo en ciclo continua, usando /
al 100 % la fuente radiactiva.
to de las especias con éxido de etileno (500 cms/ms, 6 a
7 horas, a temperatura ambients, por ejemplo) destruye /
la mayoria de microorganismos contaminantes, aunque no /
logra una esterilidad total del producto. Los restos dsl
gas pueden eliminarse con una ventilacidn y airsacidn a-
decuadas (Nechotenova, 1,961. Nieman, 1.969),

Mayr y Suhr (1.972) han demostrado que mez——
clas fumigantes tales como ETOX (90 % dxido de etileno +
10 ¢ COZ) y mezclas semejantes son mds eficaces y con mg
nores riesgos en su uso que sl 8xido de stileno sn soli-
tario, al disminuir, por ejemplo, sl riesgo de explesién,

La fumigacidn con édxido de etileno es, tal /

vez, sl método mds utilizado en la actualidad para el [/



lor y aroma de algunas de sllas.

En octubre de 1.982 se publicd un informe del
Programa Mixto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias (Comité
del Cédigo sobre productos tratados a base de carnes), /
en 8l que se evaluaban los tratamientos de esteriliza——
cidn de las especias utilizadas en los productos cédrni—
cos. En esta informe se admite que la esterilizacidn de
las especias es una prdctica extendida como respuesta a
las elevadas tasas de contaminacidn de estos productos,
que estima entre lU4 Y 107/gr. para bacterias y rara /
vez superior a lﬂs/gr. para mohos, adn admitiendo gran-
des variaciones en sl recuentoc microbiano de lotes dife-—
rentes de la misma espsecia.

Asimismo, el informe resume los métodos utili
zados actualmente para esterilizar sspecias, concluysndo
que el mi3s smpleado es la fumigacidn, fundamentalmente /
con 8xido de etileno (otros fumigantes, tales como dxido
de propileno y bromuro de metilc, son menos eficaces, /
aunque tal vez con menos problemas colaterales.).

El Comité conceptda que el tratamiento con &-
xido de etileno destruye sl 99 % o mds de las bacterias
y el 99,9 ¢ o m8s de los mochos, siendo sumamente eficaz

en la destruccidn de las formas esporuladas.,



148gico: puede provocar efectos mutagénicos retardados o
toxicidad crdnica, a causa de sus residuos o de produc——
tos tdxicos que pueden aparecser evsntualmente de la in—-
teraccidn del gas con el producto alimentario. La“Food /
and Drug Administration" de Estados Unidos admite una tg
lerancia médxima de 50 ppm de residuo de &xido de etileno
en o sobre especias enteras, cantidad residual andloga a
la tolerada por la legislacidn espafiola vigente para es-
tos productos,

En cuanto a los métodos de esterilizacidn pre
feribles para futuras legislaciones, el informes del Comi
té valora positivaments la irradiacidn, tanto por medio /
de radiaciones ionizantss (rayos X, rayos gamma, ...), /
mds efsectiva por poseer mayor poder de penetracidn, como
por medic de radiaciones no ionizantes (microondas). Se
acepta en este tratamiento un efecto bactericida elsvado
y un gran poder de neutralizacidn de mohos micotoxigéni-
coe, junto a una escasa pérdida de voldtiles, minimos /
productos de reaccidn y prédcticamente nula variacidn de
color en las especias a las dosis de irradiacidn requeri
das, En su contra se arqgumenta la posible aparicidn de /
microorganismos seleccionados o mutantes patdgenos resis
tentes a la irradiacidn, y también la necesidad de una g

valuacidn toxicoldégica minuciosa de los productos alimen



En el mismo informe, también se considera el
incremento que toma la utilizacidn de extractos de espe-
cias (oleoresinas y essencias naturales) como un eficaz /

método indirecto de esterilizacidn.

TOXICIDAD .-

Al considerar el aspscto particular de la con
taminacidn fdngica de las especias, hay que hacer una rs
ferencia obligada a la posible existencia en estos pro-—-—
ductos de moRos micotoxigénicos y sus metabolitos tdxi—-—
cos.

Aunque parece ldégico denominar micotoxinas, /

en principio, a todas las toxinas elaboradas por los hon
gos, el usoc ha restringido este término a una categoria
bien precisa: Toxinas zootdxicas extracelulares (exotoxi
nas) producidas por mohos sobre alimentos consumidos por
el hombre y animalses.

Segin Mossel (1.975), ya en 1.974 se conocian
no menos de 150 especies de mohos micotoxigénicos, de [/

los cuales 39 pertenecfan al género Aspergillus, 37 al /

género Penicillium y 15 al género Fusarium,

En la mayor parte de los cascs, los hongss tao
xigénicos crecen y proliferan sobre los productos alimen

tarios; sus toxinas difunden en el alimento de manera /



del hongo responsabls.

El ndmero de micotoxinas conocidas en la ac—
tualidad es slevado y existen numerosos trabajos de in—-—
vestigacidén sobra otros metabolitos fdngicos con activi-
dad tdxica para animales de expsrimsntacidn. Por su inte
rés, entre las micotoxinas conocidas ya investigadas en
numerosos alimentos pueden destacarse las siguientes:

— Ac. penic{lico (Penicillium chrysogenum, P.

verrucosum var, cyclopium, ...).

— Aflatoxinas (Asperqillus flavus, A. parasiti-

CUS,; coo)o

— Citrinina (Penicillium citrinum, ...).

— Ocratoxinas (Aspergillus ochraceus, ...).

— Patulina (Penicillium expansum, ...).

— Toxina PR, roquefortina (Penicillium roguefor

iy eee)e

— Esterigmatocistina (Asperqillus versicolor, /

ces)e

— Tremdérgenos: Penitrem (A, 8, C), verruculdge=-

no, fumitremorgina, triptoquivalina. (Penici-

llium spp, Asperqillus spp, Claviceps spp.).

== Tricotecenos: Toxina T-2, diacetoxiescirpenocl

(Fusarium spp.).

— Zearalenona (Fusarium spp.).




relacionadas con nuestro estudio, vamos a referirnos brg
vemente a las micotoxinés mds estudiadas y analizadas en
multitud de alimentos: las aflatoxinas.

Son metabolitos tdxicos producidos principal-

mente por cepas de Aspergillus flavus Link y A. parasiti

cus Speare. Qufmicamente derivados de las bisfurano-cuma
rinas, se producen entre 7,5 y 40° ¢, con un dptimo de /
produccidn entre 24 y 28° C. Sobre 1la produccidn de afla
toxinas en cultivos "in vitro" (y, paralelamente, en con
diciones naturales) influyen, ademds de la temperatura,
diversos factores fisicos y nutricionales, tales como el
contenido en agua del sustrato (aw), pH, fuentes de C y
N, iones minerales, etc. (Moreau, 1.974).

Actualments se conocen numerosas aflatoxinas,
aunque las inicialmente estudiadas y consideradas de ma-
yor importancia desde el punto de vista de la contamina-

cidn de alimentos son las denominadas B,s B, Gl, 32’ /

B G ml y mz. De ellas, Bl’ 82, Gl y G2 son las que

aparecen mds frecuentemente como contaminantes; 82a y /

2a’ "2a’

G son derivados, respectivamente, ds Bl y G

an
2a con gr

l’

valor diagnédstico; ml y m2 son derivados metabdlicos ds

8l y 82, respectivamente, y aparecen en la leche ds las

mamiferos que han ingerido fuertes cantidades de Bl y 82.









bles a los oxidantes enérgicos (Fisbach y Campbell, /
1,965) y pueden ser detéctadas por diversos métodos de /
andlisis: C.C.F., minicolumnas de florisil, H.P.L.C., /
R.I.A., E.L.I.S.A., stc. Se visualizan fdcilmente bajo /
luz U.,V. de 254 y 366 nm., mostrando fluorescencias ca--
racteristicas.

Su mayor interés sanitario estriba en su po--
tente accidn carcinogenética (al igual que otras de las
micotoxinas antes mencionadas). De hecho, se considsra a
las aflatoxinas entre los mds potentes agentes hepatocar
cinogenéticos activos por via oral conocidos: la fase de
induccidn de los procesos cancerosos es breve y la dosis
necesaria minima.

La carcincgénesis se establece por vias no /
completamente dilucidadas auin, si bien se conocen sus /
acciones como:

—— Supresores de la sintesis del ADN,

—— Inhibidores de la ARN-polimerasa.

De los datos proporcionados por Hesseltine /
(1.967), la International Agency for Research on Cahcer
(1.970), Wogan y Shank (1.971), Shank et al. (1.,971), /
Peers y Linsell (1.973), Sudrez y Escuderoc {1.,973), /
Peers et al. (1.976), Stoloff y Friedman (1.976), etc.,

obtenidos por estudios sobre animales de experimentacidn



U.S5.A., ..., podria inferirse que las aflatoxinas son a-
gentes causales de céncer hepdtico en los paises citados,
si bien sn muchos casos factores tales como deficiencia
proteica, alcohol, enfermedades infecciosas y parasita-——
rias (hepatitis virica, amebiasis, leptospirosis) y cier
tos productos quimicos, podrian sumarse a la accidén de /
las aflatoxinas como agentes desencadenantes de hepatomas.

De todo lo expuesto se deduce que el riesgo /
potencial por su localizacidén en alimentos es muy eleva-
do, y ya en 1,975 la "F.D.A." sstadounidense propuso Qna
tolerancia mdxima de 15 ugr./Kgr. de aflatoxinas totales
en alimentos, incluyendo piensos compuestos.

Ya se ha mencionado el estudio de Hitakoto et
al. (1.980) relacionando el efecto inhibitorio de 30 es-

pecias comerciales sobre el crecimiento y produccidn de

tcoxinas por parte de Asperqgillus flavus, A. ochraceus vy

A. versicolor. Asimismo, se han citado los resultados de

Christensen (1.972) scbre recuentos fldngices poco eleva-
dos en pimientas del género Capsicum.

En contraposicidn, también hemos citado diver
sos autores (Mislivec, 1,972; Hadlok, 1,970; Christensen
1.967; Pal y Kundu, 1.972; ...) que informan de elevados
recuentos fungicos en diversas especias, resaltando los

encontrados en cuanto a especies fungicas particularmen-



wus. Concretamente, Christensen et al.(1,967) hallaron /
recuentos superiores a 20.000 col./gr. de A. flavus en /
pimienta negra y alrededor de 200,000 col./gr. de A. fla
vus en muestras de pimienta roja de la India, demostrdn-
dose la pressncia de aflatoxinas en casos aislados. /
Frank (1.966) informé de una cepa de A. flavus que produy

jo aflatoxina G, sobre "paprika", pero no sobre granos /

1
de pimienta, Hadlok (1.970) hallé que cerca de la terce-
ra parte de las cepas de A. flavus aisladds a partir de

especias elaboran aflatoxinas, Pal y Kundu (1.,972) aisla

ron cepas productoras de aflatoxinas al analizar mugs=——

tras de Capsicum annuum y Piper nigrum. Shank st al. /
(1.,972) encontraron slsvados niveles de aflatoxinas tota
les en pimientas de chile de Thailandia. Scott y Kennedy
(1.973) detectaron, con un método propio de andlisis, u-
na elevada incidsncia de muestras de pimienta de Cayena,
chile de la India en polvo y pimienta negra contaminadas
con aflatoxinas, si bien en bajas concentracionss. Suzu-
ki et al., (1.973) hallaron aflatoxinas en muestras de pi
mienta negra, nuez moscada y semilla de apio, siendo ne-
gativos sus andlisis sobre otras 10 especias. Estos auto
res desarrollaron un método propio para lograr la detec-
cidén cromatogrdfica en capa fina de las aflatoxinas, al

conceptuar no iddéneos los preexistentes por proporcionar



grama. Beljaars gt al. (1.975) informan de una elevada /
incidencia de contaminacidn por aflatoxinas en nuez mos-—
cada, aunqus no detectaron esta contaminacidn sobre g=—-
tras 17 especias, y concluyen sus estudios recomendando

un estudio internacional para determinar la incidencia y
nivel de contaminacidn por aflatoxinas en los diversos /

tipos de especias comercializadas en todo el mundo.

CRITERIOS MICROBIOCLOGICOS.-

Ante todo lo expuesto sobre la contaminacidn
microbiana de las especias y condimentos, parecs eviden=—

te la necesidad de la formulacidn de estdndares de cali-

dad microbioldgica para estos productos, necesidad que

ha sido recalcada por diversos autores: Natarajan y Shan
karacharya (1.972), Masson (1.978), Schuwab et al. (1982),
atc.

En la actualidad, estdn establecidos los deng

minados estdndares de calidad para productos de las espe
cias, reunidos por organismos diversos (IS0, EOQA, mMIL, /
BSI, ISI, ...), con el grave problema de la enormse varia
bilidad de los resultados de los andlisis de los distin-
tos laboratorios sobre un mismo producto. Hasta el momen
to, los estdndares microbioldgicos establecidos por la /

“"International Organization for Standarization (ISO)" vy



t4dndares para cada pais deberfan determinarse esencial-—
mente en base a los datos actualss recogidos en el pais
en cuestidn,

Los criterios o aestdndares microbioldgicos /
tradizionales se establecen sobrs la consideracién de /
que un producto alimenticio estd exento de peligrosidad
microbioldgica cuando la tasa de un determinado patdgeno
o indicador no excede de un cierto ndmero por gramo o a-
licuota previamente sestablecido (Jay, 1.978). Debido al
fendmeno constatado de que la poblacidn bacteriana puede
variar considerablemente entre diferentes alicuotas,‘la
"International Commission for Microbiological Specifica-—
tions for Foods" (I.C.M.S.F., 1.974) ha recomendado pro-
gramas de toma de muestras con el fin de compensar esta
variabilidad y mejorar la fiabilidad de los resultados /
de los andlisis microbioldgicos.

Un programa de toma de muestras consiste bdsi
camente en el sstablecimiento de un criterio de acepta—-—
cidn para un lote determinado. Dicho criterio se funda—
menta en una serie de andlisis realizados, por métodos /
especificos, sobre un ndmero representativc ds alicuotas,
Un programa de muestreo consiste, por tanto, en un proce
dimiento de muestreo y en los criterios de decisidn. Pus

den ser programas de dos-clases o tres—clases. En un prg



m. En un programa de tres-clases se precisa conacer los
valores de n, ¢, m y M, donde:
n: ndmerec de alfcuotas procedentss de un lote
que deben analizarse para satisfacer un dg
terminado programa de muestreo.

nimero mdximo aceptable (o permisible) de

fo
'

alicuotas que pueden exceder a un criterio
’micpobiolégico. Es una medida desl ndmero /
de alicuotas en los que la tasa microbizna
estd comprendida entre m y M. Cuando el nd
mero sobrepasa el nivel que establece ¢, /
el lote se rechaza.

ndmero o nivel mdximo de microorganismos/

Ia
oo

gramo., Los valores superiores a este nivel
se rechazan o ss aceptan provisionalmente.
m se utiliza, en el programa de dos-classs,
para separar los alimentos aceptables de /
los rechazables, mientras que en el de /
tres-clases se usa para separar los alimen
tos de buena calidad microbiana de aque——-—
llos cuya calidad es aceptabls sdlo provi-
sionalmente (calidad marginal). La tasa /
del microorganismo en cuestidn que es acepg

table y a la que puede llegar en eses ali--—



dos-clases, m=0. Para los programas de /
tres-clases, habitualmente m#0.
M: valor que sSe usa para separar los alimsne—
tos rechazables de los qus tienen una cali
dad aceptable provisionalmente. Sélo se u—
tiliza en los programas de tres—classes. En
cualquier muestra, valores iguales o supe-
riores a [l son inaceptables ya que pueden
representar un peligro para la salud (si /
alcanza un nivel determinado de indicadgo——
res sanitarios) o constituir un peligro pg
tencial de alteracidn (calidad defectuosa).
La garantia que puede tener un alimento en re
lacién a las toxinas y microorganismos patdgenos se pone
de manifiesto al investigar a los organismos indicadores,
Los recuentos totales tienen valor para investigar la ca
lidad higiénica de los alimentos, mientras que la exis——
tencia de estdndares microbioldgicos se basa en la idea
de que un nimero bajo de microorganismos afrece cisrta /
garantfa de no contener microorganismos patdgenos, Y per
mite una vida comercial mds larga de los productos alma-
cenados sobre los que estos microorganismos pueden desa-
rrollarse (Jay, 1.978),

La I.C.M,S.F, (1.974) recomendd los siguien=—-



un programa de tres-clases:

- Recuento en placa de asrobios.-

n=5. c=2. m=10%/gr. m=10%/gr.

= Recuento en placa de mohos y levaduras,.-

n=5. c=2. m=102/gr. m=104/gr.

Schuab et al. (1.982) informan de un estudio
microbicldgico realizado sobre 10 especias. Como conse——
cuencia de que el plan de muestreo no lo dissffaron sobre
S unidades ds muestra de un lote dado, no pudieron apli-
car directamente los Criterios recomendados por la I.C.M.
S.F. (1.974) para calcular la incidencia de lotes de prg
ductos no aptos a partir de sus resultados experimenta—-
les. Sin embargo, obtienen alguna indicacién de las ta—-
sas de rechazo por comparacidn de los resultados ds las
unidades individuales de muestra con los referidos Crite
rios. Asi, aplicando el criterio m:los/gr. para los re—
cuentos de aerobios en placas (A.P.C.), las tasas ds re-
chazo que obtuvieron varfan grandemente de producto a /
producto:

Semillas de apio ..... 25 %

Canela seceveesecceses 9
Clavo ceeececsccceesrss 0,1 "
Jengibre .sececeecceeee 50 "
Nuez moscada .seveeses 0,2 "

Drégano ® 8 06 ¢ 0 ¢ s @0 00900 3 "



pimienta o0 s 0000050000 63 n
ROMBrO S 0000000500 0,5 "

Tomillo cececececessae B "

Los racuenfos de mohos y levaduras se rsaliza
ron tan s8lo sobre 5 de las 10 especias estudiadas. Los
valores medios fueron generalmente bajos, obteniéndose /
la media mds alta para la canela: 290 col./gr.

Las tasas de rachazo para recuentos de mohos
y levaduras en placas, con el criterio de m=104/gr., fug
ron:

Canela ceceececscecses 14 %

Clavo eeeovecesscsscee O "

Jengibre eeeeccececsses- 0,5

Nuez moscada eceeeceesee 0,3 "
0

Pimentdn seeeccecocess
Schwab et al. (1.982) sugieren que a la vista
de resultados tan dispares, se precisan criterios especi
ficos para cada producto o grupo de productos, mds que /
un solo criteric o grupo de criterios para todas las es-

pecias.
2.3.—~ Objetivos e interés.-

En el presents trabajo tratamos de analizar /

la micenflora fdngica que aparece como contaminante en /



pais, y sus posibles implicaciones higiénico-sanitarias.,

Las especias consumidas en Espafia son importa
das en su mayoria, y la produccién nacional se circuns—
cribe fundamentalmente a tan sdloc dos: azafrdn y pimen—
tén. La situacidén actual de cultivo y produccidén nacio—-
nal, sobre todo de pimisnto para pimentdn, es de minifun
dio (Laencina, 1,982), con predominio de las parcelas P8
guefias y medianas sobre las grandes extensionss dedica--
das a este cultivo. Datos de la campafia 1.980-1,981 de——
muestran que sl 89 % de las parcelas tenian una superfi-
cie inferior a S Ha., y de ellas el 60 % no alcanzaba [/
las 2 Ha., aportando entre éstas mds del 71 % de la pro-
duccidn de pimiento fresco para pimentdn. Esta situacidn
favorece en cierto modo el grado de contaminacidn que al
canzan las materias primas antes incluso de su llegada a
la industria de transformacién, qus, fundamentalmente, /
implica deshidratacién y molienda, teniendo en cuenta /
que el mismo agricultor realiza deshidrataciones natura-
les y almacenamiento de los frutcs recolectados en muy /
diversas condiciones de tratamiento y salubridad.

Por estas razones, nos parece de interéds pro-
ceder al estudio mds profundo de una especia en particu-
lar: el pimentdén, una de las dos especias producidas con

mayor entidad en nuestro suelo, y del que se exportan /



Para lograr nuestros propdésitos, hemos basado
nuestro estudio en los sigquientes objetivos:

1) Averigquar el grado de contaminacidn fdngi-
ca de las especias mds difundidas en nuestro pais.

2) Conocer la micoflora contaminante en cada
caso, y principalmente en las especias producidas en Es-
paffa, estudiando la composicidn en especies flngicas y /
sus abundancias respectivas.

3) Establecsr para las especias nacionales /
(pimentdn), si es factible, comparaciones o relaciones /
entre la micoflora aislada y la micoflora autdctona cong
cida de las zonas de produccidn.

4) Investigar la prssencia de hongos toxigéni
cos entre la flora fUngica contaminante aislada.

5) Aplicar o desarrollar en su caso métodos a
naliticos especificos para especias concretas con el fin
de proceder a la investigacidn de micotoxinas (aflatoxi-
nas), y asi obtener datos sobre su incidencia como conta
minantes en los productos estudiados y, en todo caso, el
grado de idoneidad de la metodologia émpleada.

Ante la existencia, reconocida por numerosos
autores ya citados, de slevadas tasas de microoorganis——
mas en las especias, y ante 1la ausencia de reglamentacig

nes sanitarias especificas para sstos productos, tanto a



a la micoflora contaminante, el interés de este estudio
podriamos centrarlo en dos aspectos:

# Por un lado, en su contribucidn al conoci-=
miento mds exactoc de la contaminacidn microbioldgica de
las especias, sobre todo al aspecto de contaminacién fdn
gica del que apenas existen datos.

# Por otro lado, averiquar en lo posible el /
grado de peligro potencial para el consumidor de la micg
flora contaminante de las especias y, en su casg, de sus

toxinas.

3.—- MATERIAL Y METODOS.-

3010- muestr'QOO-

Nuestro estudio lo hemos realizado sobre un /
total de 220 muestras de especias y condimentos recogi——
das en establecimientos de venta al por menor (tiendas /
de ultramarinos, supermercados, galerias comerciales, /
herboristerias, etc.) y, en el caso del pimentdn, proca-—
dentes ademds de almacenes localizados en las zonas pro=-
ductoras.

Los productos analizados pertenecen a marcas

comerciales muy diversas, si bidn hemos recogido un nimg



tes a tres de las marcas comerciales que poseen actual—-
mente una mayor penetracidn en el mercade nacional.

Generalmente, los productos los obtuvimos en-
vasados (envases metdlicos, de vidrio y pldstico, de ta-
mafios muy diversos), aunque también recogimos en envases
estériles muestras procedentes de la venta a gransl.

Las localidades donde hemos llevado a cabo el
muestreo pertenecan a las provincias de Alicante (Alican
te, Elche, Elda, Novelda), Badajoz (Badajoz), Cdceres /
(C4ceres, Cuaco, Jaraiz, Jarandilla), Madrid (Madrid, A=
ranjuez) y Murcia (Murcia, Espinardo, Molina de Segura,
Monteagudo). E1 motivo de elegir estas localidades ha si
do el de disp&ner para nuestro estudio de muestras procg
dentes de las zonas geogrdficas espaficlas donde se produ
ce mayoritariamente el pimentdn: Murcia (zona de Espinar
do) y Céceres (comarca de La Vera), de muestras proceden
tas de zonas relativamente prdximas (Alicante, Badajoz)
y de muestras procedentes de una zona mds alejada y equi
distante de las productoras (Madrid).

La totalidad de las muestras la hemos dividi-
do para su estudio sn dos grupos especificos:

— 120 muestras de pimentdn, en sus tipos dul
ce, picante y ocal.

—~— 100 muestras heterogéneas de un total de /



dos entre los 43 contemplados en el Cddigo Alimentario /
Espaffol como los de uso mds comdn en nuestro pais, e in-
cluyen: ajo, albahaca, anis, apio, canela, cebolla, cla-
vo, comino, cdrcuma, "curry", chile, eneldo, estragén, /
hierbabuena, laurel, mejorana, menta, nuez moscada, oré-
gano, perejil, pimienta blanca, pimienta de Cayena, pi—-—
mienta negra, romero, tomillo, vainilla y algunos sazona
dores.
El motivo de establecer estos dos grupos de /

muestreo as doble:

® Por una parte, incidir ampliamente en el estu
dio de la micoflora del pimentdn, como adelantamos en /
nuestros objetivos, y por los motivos alli citados.

® Por otro lado, obtener datos sobre la micoflg
ra existente en un gran abanico de especias y condimens=
tos con el fin de conocer sus posibles variaciones en /

cuanto a recuento y diversidad de especies fingicas.

3.2.~ Recuento en placa,-

Para averigquar la carga micoldgica presente /
efl las especias estudiadas hemos recurrido a la técnica
usual del recuento en placa de agar a partir de una se—-—

- rie previa de dilucionss decimales del producto:



de Alimentos, cada muestra se suspende en la proporcidn

1/9 en Caldo de Triptona de Soja, medio liquido idénec /

para la revivificacién de propdqulos posiblemente estre-
sados por las condiciones de los productos analizados., /
Este paso de revivificacidn previo al recuento es necesa
rio, segdn ha apuntado Mossel (1.982), para que todos /
los propdgulos existentes en sl alimentoc se encuentren /
en condiciones de originar una colonia de crecimiento, y
asi conseguir un recuento fiable.

| La composicidn del MEDIO DE CULTIVO DE REVIVI

FICACION es la siguiente:

Digerido pancredtico de caseina ..... 17.0 gr.
Digerido papainico de haba de soja .. 3.0 ¢
Cloruro SS8diC0 eevevecccsoccosnsnnnns 5.0 "
Fosfato potdsico dibdsico eececececes 2.5 "
DeXtroSa@ .seeevecesroceccesnssnascnces 2.5 "

Agua destilada .....ccc0000000sses0.. 1000 ml.

Se ajusta el pH del medio a 7* 0.1 y se este-~
riliza en autoclave durante 15 min. a 121° C.

Tras mantener la dilucidn inicial de la mues-
tra en este medio lfiquido (dilucidn =1) durante 2 horas
a temperatura ambiante (20-25° C), a partir de ella sa /
realizan diluciones decimales seriadas (-2, =3, -4, =5,
eee) en AGUA ESTERIL CON TWEEN 80 AL 0.0l % como agente

dispersante., Estas diluciones son las empleadas en la /



El medio de cultivo utilizado para el recuen-
to en placa es el AGAR-GLUCOSA-OXITETRACICLINA, cuya com
posicidn se detalla a continuacidn:

Extracto de levadura ceeecececes 5.0 gr.
Dextrosa .escceccccocccscccccccne 20,0 ¢
Bilis de busey desecada ..ccceeee 5.0 "
AQAr cecccovccsoscscscsccsscscsse 15,0 "
Oxitetraciclina ..ccceceveceseess 100 mg.

Agua destilada c.ececcocsceseec.s 1000 ml.

La totélidad dél medio de cultivo, salvo la /
oxitetraciclina, se esteriliza en autoclave durante 10 /
min. a 115° C, tras haber ajustado el pH del medio a /
6.0+ 0.1, La oxitetraciclina se adiciona asdpticamente,
cuando el medio esterilizado se enfria hasta unos 40° c,
en forma'que se obtenga la concentracidén requerida.

Se trata de un medio recomendado para la se——
leccidn y enumeracidn de mohos y levaduras en alimentos
(Mmossel et al., 1,970-1.973), en el que la oxitetracicli
na actda como agente selectivo impidiendo el crecimiento
bacteriano (mds rdpido que el fdngico), y la bilis de /
buey actda como factor limitante del crecimiento en dié-
metro de las colonias de hongos invasores de crecimiento
rdpido (principalmente ficomicetos), que podrian recu—-—-
orir por completo la supe;ficia del agar y dificultar o

impedir incluso el rscuento,



a cabo en masa, depositando 1 ml. de cada una de las di-
luciones decimales (-1, -2, =3, -4, =5, ..,) en placas /
de Petri sstériles de 90 mm. de didmetro, y adicionando
sequidaments el medio de recuento a unos 40° ¢, en una /
cantidad aproximada de 20 ml. por placa. Es importante /
dispersar homogéneamente la muestra en el medio de re——-
cusnto para conseguir valores corrsctos.

Tras la solidificacidn a temperatura ambiente
de las placas de agar, se incuban en estufa de cultivos
a 25° C durante 5 a 7 dfas. Pasado ests tiempo se pfoce-
de al recuento de las colonias aparecidas.

A este fin hemos aplicado en principio dos mé

todos diferentes:

2e2.1.- A partir de una sola dilucidn.-

En este caso, 8l recuento se establece a par-
tir de los recuentos de las colonias aparecidas en una /
sola dilucidén (forma habitual en los recuentos microbia-
nos), concretamente la dilucidén que proporcions un yalor

medio de colonias por placa entre S y 30,



En este método se ajusta la recta de regre——
sién a los recuentos de colonias de todas las diluciones
y a los correspondientes valores de éstas (utilizando a
tal sfecto transformaciones logaritmicas). Una vez ajus-
tada la recta de regresidn, se calcula a qué dilucidn se
corresponderfa el crecimiento de una colonia dnica por /
placa, y a partir de esta dilucidn se calcula el ndmero
de propdqulos por gramo de especia.

El motivo de ssta duplicidad de métodos estri
ba en el punto de controversia sefialado por diversas au-
tores al observar que, a diferencia de lo gque ocurre con
los recuentos bacterianos en placa, los recuentos fungi-
cos a partir de los valores de colonias de una sola dily
cién no varian con la misma razdn que las diluciones co-

rrespondientas,

3.3.~ Estudio de la micoflara: Aislamiento

de colonias.-

Tras el recuento se procede al aislamiento de
todos los tipos morfoldgicos diferentes de colonias fdn-
gicas que aparezcan en la placa de recuento. Generalmen-

te 8l aislamientoc se lleva a cabo mediante la resiembra



morfol8gicos en tubos o placas de agar, aunque en algdn

caso hemos acudido a realizar cultivos de dilucidn pre—-—
vios al aislamiento final con el objeto de obtener colo-
nias sesparadas gque nos pudieran proporcionar subcultivos
puros,

El medioc de cultivo que hemos utilizado habi-
tualmente para el aislamiento y la resiembra de las colg
nias hasta obtener cultivos puros ha sido el AGAR-EXTRAC
TO DE MALTA-GLUCOSA-PEPTONA, y en algunos casos el AGAR
DE SABOURAUD-DEXTROSA 4 %. La composicidn de estos me——-—
dios de cultivo es la siguiente:

AGAR-EXTRACTO DE MALTA-GLUCOSA-PEPTONA (Raper
y Thom, 1,949).

Extracto de malta ...eeee 20.0 gr.

Dextrosa ® O & ¢ 0 & 0 8 6 0 0 0 9 00 o0 ZU.U "
peptona ® ® & 0 & 5 00 00 s 00000 1.0 "
Agar ® ® 2 e s 8 P " S OSSO s e e 20.0 n

Agua destilada ...+...... 1000 ml.
No se ajusta el pH del medio, y se esteriliza
en autoclave durante 15 min. a 121° c.
AGAR DE SABOURAUD-DEXTROSA 4 %.

Peptona sevevesesecsscsoee 10.0 gr.
Dextrosa & ® 0 & 00 00 4 08 0 00 00 40.0 "
Agar & & 6 0 0 0 0 & 0 5 0 ¢ v P e s 15.0 "

Agua destilada ,........, 1000 ml.

Se ajusta el pH del medio a2 5.6+ 0.1 y se es-



tener gran cuidado en evitar el sobrecalentamiento de es
te medio ya que se produce con cierta facilidad la cara-
melizacién de la glucosa.

Las placas o tubos de estos medios de aisla--
miento se resiembran en estria con todas las cepas morfg
légicamente diferentes y se incuban a 25° C durante 5 di
as, |

Una vez consequido el aislamiento de las ce=-
pas puras, hemos procedido a la identificacidn de cada /
cepa aislada con el fin de cumplir nuestro objetivo de /
establecer la micoflora contaminante de las espscias es-
tudiadas, y debido a que la sistemdtica utilizada en la
clasificacidn de hongos microscdpicos sigue caminos algo
distintos para la identificacién de mohos y de levaduras,
pueden establecerss dos grandes grupos de sistemas de /

clasificacidén:
3e3.l.~- Identificacidén de mohos,.-

La sistemdtica de la clasificacidén de mohos a
tiende casi exclusivamente a su morfologfa, tanto macros
cdpica como microscédpica.

La metodologia que hemos seguido en general,

a partir de los cultivos puros de las cepas aisladas /



tona, podemos esquematizarla como sigue:

% 1) Resiembra en MEDIOS DE IDENTIFICACION, que
varfan segdn el moho a clasificar y segdn la monografia
utilizada en su taxonomia. Los medios de identificacidn
mds habitualmente utilizados en nuestro estudio son:

MEDIO DE AGAR-SOLUCION DE CZAPEK (Raper vy /
Thom, 1.949):

NaNU ® 8 606660 060806090 000 3.0 gr.

3

cn

Kszoa ® @ o0 000 ¢ O o0 0 e l.D
"

m950407H20 ® &0 0 ¢ 000080 0.5
KCl ® 9 06 08 8 0 0600 0 000 0o 005 "
F3504.7H20 @ ® 86006 000 0 00 0001 n
S5acaro8a ..ccococccens 30.0 "

Agér ® 8 @0 0 0 00 06000090000 20.0 "

Agua destilada ....... 1000 ml.

No se ajusta sl pH del medio y se esteriliza
en autoclave durante 15 min, a 121° C.

Se trata de un medio sintético que permite la
reproduccidn en subcultivos sucesivos de las caracteris-
ticas propias y diferenciales de gran ndmero de mohos. /
Es muy utilizado para la clasificacidn a nivel de género
ys, sobre taodo, nosotros lo hemos empleado con asiduidad
en la clasificacidn especifica de mohos pertenecientes a

los géneros Asperqillus y Penicillium.

MEDIO DE AGAR-SOLUCION DE CZAPEK~EXTRACTO DE

LEVADURA: Su composicidn es idéntica a la del medio de /



lgvadura en la proporcidén de 5 gr./l. Se estariliza en /
autaclave durante 15 min. a 121° C.

La utilizacidn de este medio es paralela en /
muchos casos a la del medio anterior, y la adicién del /
extracto de levadura proporciona una fuente de vitaminas,-
aminodcidos y oligoelementos que favorece el cregimiento
y facilita la aparicidn de algunas caracteristicaé en /
ciertas especiss (por ejemplo, el grado de esporulacidn
de las colonias) que presentan un desarrollo escaso o de
ficiente sobre el agar-solucidn de Czapek.

AGAR-EXTRACTO DE MALTA-GLUCOSA-PEPTONA: Des=—
crito en el apartado 3.3, Se trata de un medio ampliamen
te utilizado por favorecer un desarrollo idéneo y una es
porulacidén abundante en la mayoria de los mohos sstudia-
dos.

MEDIO DE AGAR-SOLUCION DE CZAPEK- 20 % SACARQO
SA: Su composicidn es idéntica a la del medio de agar-sg
lucidn de Czapek, con la variacidn de la concentracidén /
de sacarosa que en este medio es de 200 gr./l. Se esteri
liza en autoclave durante 10 min. a 110° C.

Es un medioc utilizado para la induccidn de la
forma cleistotecial de ciertos mohos, sobre todo pertsne

cientes al género Aspergillus.




Extracto de patata ..c.s.e 4,0 gr.
Dextrosa & & & o %0 000 50009 90 00 25.0 "
Agar ® © & 6 & & 0 & 00 900 00 000000 1500 "

Agua destilada .....ss.... 1000 ml.

Se ajusta el pH del medio a 5.6+ 0,1 y se es-
teriliza en autoclave durante 15 min, a 121° c.

Es un medio de cultivo recomendado por la "A-
merican Public Health Association" (1.953, 1.,966) en sus
Mmétodos para sl examen microbioldgico de alimentos, que
proporciona un crecimiento rdpido y una esporulacidn in-
tensa en especias que se desarrollan pobremente sn otros
medios.

AGAR-EXTRACTO DE MALTA 5 %-GLUCOSA-PEPTONA:

Extracto de malta .eeeeee 50.0 gr.

GlucoSa seeececcccocccccnse 20,0 "
peptona ® ¢ & & 0868 00808 00 0 0 0 0 l.O "
Agar @ & & 0 85 & 0 8 @ 0 0 00 0 00 0 00 25.0 "

Agua destilada ¢ev¢¢...... 1000 ml.,

Se ajusta el pH del medio a 4,6 0,1 y se es=
teriliza en autoclave durante 15 min, a 121° C.

Medio descrito por Joly (1.964) en su monogra

f{a sobre el género Alternaria y que hemos empleado- para

la identificacidn de especies de este género.

——-—0-———



KN03 9 0 0 50 000V "0 o000 2.0 gr.
”
m9504.7H20 TR UQS
"
KHzpaa o ® 9 & & 8 00000000 1.0

Glucosa ® 6080 s 0000000 50.0 "

Agar ® 9 09 9 0808 000000 20.0 "

Agua destilada ...... 1000 ml.

Se ajusta sl pH del medic a 5.,4% 0.1 y se es-
teriliza en autoclave durante 10 min, a 115° c.

Esta formulacidén se emplea, junto a otras, en

la identificacidn de especies del género Cladosporium, /

segin la monografia de De Vries (1.967).
AGAR-EXTRACTO DE MALTA (Rifai, 1.969):

Extracto de malta ... 20,0 gr.
Agar ® 0 ¢ s 08 0 600 e o 0 o 20.0 "
Agua destilada ...... 1000 ml,

No se ajusta el pH del medio, y se esteriliza
en autoclave durante 20 min. a 121° c.
Medio citado por Rifai en su monografia sobre

el género Trichoderma y que hemos empleado para la clasi

ficacidn de especies pertenscientes a dicho género.

% II) Observacidn macroscdépica y microscdpica /
de la morfologia de las colonias cultivadas en los me—-—-
dios de identificacidn. Los pardmetros habitualmente ob-
servados son: grado de crecimiento y aspecto ds las colg
nias (forma, textura superficial, color, ...), caracte—-—

risticas de las; hifas, formacidén y tipo de exudado, emi-



cién maduros (grado de desarrollo, caracteristicas, ti—-
pos, tamafio y disposicién), esporas (forma, color, tama-—
fio, tabicacién, marcas suparficialesvy formas de produc-
cién), etc.

La obtencién de todos estos datos se basa en
la observacidn macro y microscdpica de los cultivos en /
vivo, y el examen microscdpico de preparaciones en porta
objetos realizadas a partir de 1aé colonias.

Para la observacidn en vivo partimos de los /
cultivos en placas de agar obtenidos por la siembra del
moho a estudiar en tres puntos equidistantes en forma de
tridngulo equildtero, con el fin de asegurarnos de la pu
reza del cultivo. Estas placas asi inoculadas se incuban
a 25° C durantes 3 a 7 dias, inclusc mds, seglin el moho a
estudiar.

Para el examen microscdpico hemos utilizado /
sistemdticamente como liquido de montaje agua cun tween
80 al 0.01 %, aunque en casos particulares acudimos al /
montaje en otros liquidos (lactofenol y etanol, fundamen
talmente) y a su tincidn (por ejemplo, con azul alquén)
con el fin de observar ciertas estructuras.

También hemos utilizado la técnica del micro-
cultivo sobre portaobjetos para lograr visualizar astruc

turas sumamente delicadas sin manipulacidn que las pudie



una fina capa del medio de agar idéneo sobre un portaob-
jetos estéril e indculdndolo, cuando el agar ha solidifi
cado, en su punto central con una suspensidn de esporas

del hongo que se desea estudiar, El portaobjetos as{ ing
culado se introduce en una placa de Petri estdril que /
contiene en su fondo una varilla de vidrio en forma de g
y cuyo objeto es servir de soporte al potacbjetos. En el
fondo de la placa, y con el fin de asegurar un grado de

humedad Sptimo para el cultivo, se coloca un papsel de /
filtro estéril impregnado con una solucidn estéril de /

glicerol al 30 % o de SO,Cu acuoso al 5 %. A continua——

4
cidn, se incuba la placa con el microcultive en estufa /
de cultives durante 3 dias en condiciones de temperatura
6ptimas para cada moho y postariormente se procede a la
observacidn directa del microcultivo al microscopio, sin
manipulacidn de la colonia crecida.

En todos los casos se dibujaron a escala las
cepas estudiadas (con ayuda de una cdmara clara Reichert
acoplada al microscopio que hemos empleado: Mod. Biovar
de Reichert) con el fin de precisar sus estructuras y ob
tener medidas exactas de aquellas con interés taxondmico,
fundamentalmente las de reproduccidn asexual y saxual,

& III) Clasificacidn taxondmica del moho, a pag

tir de los datos obtenidos, mediante el empleo de claves,



que hemos seguido en nuestro trabajo es el de von Arx /
(1.981), con ayuda de diversos manuales generales: Ains—
worth (1.983), Barnett (1.972), Barron (1.977), Domsch /
et al.(1,980), Smith (1.963), ... Con el fin de proceder
a la clasificacidén a nivel de especie hemos consultado [
numerosas monografias, trabajos y publicaciones sobre /
grupos, géneros y especies concretas: Ellis (1,971 . y /
1,976), Gams (1.971), Hesseltine (1.955), Hesseltine y /
Fennell {1.955), Joly (1.964), Pitt (1.979), Rifai  /
(1.969), Samson gt _al. (1.976), Samson (1.979), Simmons
(1.967), de Vries (1.967), Stolk y Samson (1.983), stc.
Por la importancia que alcanzan en nuestro es
tudio, hay que hacer mencidn especial de los sistemas se
guidos para la clasificacidén especifica de los géneros /

Asperqgillus y Penicillium.

En la clasificacidn de los hongos pertenecisn

tes al género Penicillium se ha segquido el criterio que

basa esencialmente la sistemdtica del género en caracte-
risticas morfoldgicas y de cultivo, recopiladas en el /
"Manual and Atlas of the Penicillia" (Ram{rez, 1.982):
Las colonias de la mayoria de las especies y
cepas crecen bien sobre sl agar-solucidn de Czapek (des—
crito en el apartado 3.3,1). Sin embargo, algunas espe—

cies se caracterizan por presentar un pobre desarrollo /



a la incapacidad de estas cepas para utilizar el nitrato
sddico como fuente de nitrdgeno o sintetizar las vitami-
nas necesarias para su correcto desarrollo, Para sosla-—-—
yar en parte este problema se acude a su cultivo parale-
lo en agar-solucidn de Czapek—extracto de levadura (apar
tado 3.3.1)., Ademds, empleamos simultdneamente un tercer
medio de cultive: agar—extracto de malta-glucosa-peptona
(apartado 3.3), que generalmente proporciona un buen crg
cimiento fdngico, si bien las caracter{sticas diferencia
les.que las diversas especies del género presentan sobre
este medio de cultivo son mucho menos notorias macroscd-—
picamente que sobre los dos medios antes citadas, sn los
que la composicidn tiesne un marcado efscto sobre la tex-—
tura y cardcter superficial de las colonias en las dis—
tintas especies del género, Asimismo, el medio de culti-
vo afecta al color de las dreas conidiales, capacidad de
esporulacidén del hongo, exudado, margen de la colonia, Js]
lor, etc., circunstancias todas ellas que unidas a la /
morfologfa de las estructuras conididqenas (penicilos, /
estipite, ramas, médtulas y fidlides), conidios y estruc-
turas relacionadas con la reproduccidén (esclerocios,,..)
se compendian para proceder a la determinacidén de la es-

pecis mediante el empleo de claves dicotdémicas.al efecto.

SN ,



cas de agar, se utiliza la técnica de siembra en tres /
puntos equidistantes, emplsando suspensiones de esporas
en solucién acuosa de tween 80 al 0.01 %.

El tiempo de incubacidn elegido para estanda-
rizar el examen morfoldégico de las colonias y los diver-
sos pardmetros a estudiar (tamafio, forma, color, exuda=——
do, olor, ste.) fuéd de 14 dias a 25° ¢,

Para estpdios micromorfoléqicos se realizaron
preparaciones en portacbjetcs, usando como liquido de /
montaje la solucidn acuosa de tween 80 al 0.01 %, y sus-—
pendiendo en 81 fragmentos de las colonias crecidas a /
los 7 dfas de incubacidn a 25° C, en lugar de a los 14 /
dias con el fin de evitar el envejecimiento excesivo de
la§ estructuras a observar., En casos especiales se proce-—
did al microcultivo sobre portaocbjetos, en la forma deta
llada anteriormente.

Para la clasificacidén de las especiss perteng

cientes al género Aspergillus hemos seguido los crite——-

rios enunciados por Raper y Fennell en su monografia /
"The Genus Aspergillus" (1.977). La metodologia es, sn /
general, paralela a la ya descrita para la clasificacidn

del género Penicillium,

-—-—0——



das las cepas, hemos procedido a la preservacidén de los
cultivos, para lo cual ﬁemos utilizado dos métodos:

—— Resiembras sucesivas sobre agar—extracto /
de malta en tubos inclinados. Sin embargo, como esta mé-
todo pueds favorecer la variacién de las cepas (por muta
cién, por ejemplo) y con ello la alteracidén de las carac
teristicas tipicas de los hongos aislados s identifica—-
dos, paralelamente hemos utilizado un sequndo método de
conservacién:

-— Dispersidn de esporas en suelo (Bakerspi——
gel, 1.953, 1.954, citado por Ramirez, 1.982), método /
que permite intervalos mds largos, de incluso varios a—-—
fios en el caso de las especies bien esporuladas, entre /

las sucesivas resiembras.
3.3.2.—- Identificacidn de levaduras.-

La clasificacidn sistemdtica de levaduras se
sustenta inicialmente en la observacidn de una serie de
caracteristicas morfoldgicas esenciales, pero la identi
ficacidn especifica de una cepa precisa del concursao de
pruebas fisioldgicas y bioquimicas, por lo que la metodo
logia en este punto se apraxima en cierta medida a los /

sistemas cldsicos de identificacidn bacteriana.



drian resumirse en:

MORFOLOGIA.-

- Caracteristicas de las células vegsetativas,
tanto en medio liquido como en medioc sélido (forma, tama
Oy eee)e

— Caracteristicas culturales: en medio liqui
do (formacidn ds vaio, anillo, isletas, sedimentc, etc.)
y en medio sdlido (textura, color, aspecto ds la astr;a,
atc.).

—— Formacidn de pseudomicelio y/o micelio ver
dadero,

— Caracteristicas de la multiplicacidn vege-
tativa (gemacidn uni, bi o multipolar, etc.).

—— Caracteristicas de la reproducﬁién sexual,
Morfologia de las ascosporas.

FISIOLOGIA.-

— Utilizacidn de compusstos carbonados:
-—— Utilizacidn fermentativa de azlcares /
(glucesa, galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa, rafino-
sa, melibiosa),
—— Utilizacién oxidativa de azdcares, al-
coholes y 4dcidos orgdnicos.
— Utilizacidén oxidativa de compuestos nitro-

genados: nitratos, nitritos, aminodcidos.



60 ¢) o ClNa.

—— Crecimiento a elevadas temperaturas (25 a
28° ¢, 37° ¢, 45 a 48° ¢, ...).

-~ Resistencia a antibidticos.

— Reacciones de hidrdlisis (ursa, arbutina,

grasas).,

Los principales medios de cultivo utilizados
y métodos empleados en nuestro estudio para la observa—
cién de dichas caracteristicas, son los descritos segui=-
damente:

MeEDIO Y.G.P.

Extracto de lsvadura ,.... 5.0 gr.
Glucosa ® 0 O & 0 60 O s 0000 0 20.0 "
peptona ® & 00 0 0 9 080 s 000 000 1000 "

Agua destilada .¢es¢e...... 1000 ml.

No se ajusta el pH del medio y se esteriliza
en autoclave durante 10 min. a 115° C.

Se trata de un medio ligquido formulade por /
Van der Walt (1.970), citado en la monografia de Lodder
(1.974), de gran utilidad para el estudio de las caracte
risticas de las células vegetativas y su reproduccién /
por multiplicacidén o gemacidn. Para ello, tubos con 5 ml.
de medio Y.G.P. se inoculan con la levadura a estudiar y

se incuban durante 48 h, a 25o C. Tras la incubacidn se



gota entre porta y cubreabjetos para su abservacidén al /
microscopio, con el fin de distinguir forma y tamafio de
las células vegetativas, tipo de gemacidén, etc.

Este mismo medio de cultivo, adicionado de a-—
gar en la proporcién de 20 gr./1. (MEDIO Y.G.P.A.) lo he
mos empleado para estudiar las caracteristicas de culti-
vo en medio sdlido., Para ello se siembra en estria una /
placa de Y.G.P.A. a partir de un cultivo de 48 h, a 25°
C en Y.G.P, de la levadura en cuestidén, y ss incuba du—
rante 6 dfas a 25° C, procedidndose luego a su observa--
cidn,

MEDIO DE AGAR-HARINA DE MAIZ:

Infusidén de harina de maiz . 50.0 gr.
Agar ® & 8 @ 6 0 0 0 6 o 500 00009 e e 0 1500 "

Agua destilada ...cc00e0.... 1000 ml,

Se ajusta el pH del medio a 5,0* 0.1 y se es-
teriliza en autoclave durante 15 min. a 121° c,

Es un medio basado en una formulacién de Bern
hardt (1.946), citado por Lodder (1,974), quse hemos em——
pleado para estudiar la capacidad de algunas sspecies de
levaduras para formar pseudomicelio o micslio verdadero,

Hemos utilizado la técnica del microcultive /
sobre portaobjstos (apartado 3.3.1), sembrando la levadu

ra en estria sobre el medio de cultivec y depositando so-



fin de sstudiaz la formacidn de pseudomicelio o micelio
verdaderoc tanto en aerobiosis como en condiciones micro-
aer6filas o anaerdbicas.

El microcultivo se incuba durante un tiempo /
minimo de 6 dfas a 25o C, y luego ses abserva al microsco
pio,

MEDIO DE EXTRACTO DE MALTA:

_ Extracto de malta ....... 20,0 gr.
Agua destilada seeeseeeee 1000 ml,

Se ajusta el pH del medio a 5.4%*0,1 y se ss-
teriliza en autoclave durante 15 min, a 121° Ce.

Es el medio habitualmente empleado para la op
servacién de diversas caracteristicas culturales: forma-
cidén de velo, anillo, isletas, sedimento, ..., para lo /
cual se siembra un Erlenmeyer de 100 ml. con 30 ml. de /
medio estéril, a partir de una suspensidn de levadura re
juvenecida por cultivo sobre Y.G.P.A. durante 48 h. a /
25° C. E1 cultivo en extracto de malta se incuba 48 h, a
25° ¢ y se observa la posible aparicidn de una capa de /
crecimiento superficial, aerobio, en forma de velo conti
nuo, anillo adosado a las paredes, isletas o, an sulau-
sencia, la aparicidn de sedimento. En caso negativo, se

prolonga el cultivo a 25° ¢ durante 30 dias, con el fin

de observar las posibles formaciones tardias. En caso de



ceptda a la cepa como incapaz de presentar tales caracts
risticas de cultiva.

MEDIOS DE ESPORULACION,-

Utilizados para el sstudio des las caracteris-
ticas de la reproduccidn sexual: formacidén de ascosporas
y ca;actaristicas de éstas (forma, tamafio, etc.).

Existen diversas formulaciones, y en nuestro
trabajo hemos utilizado fundamentalmente tras:

— MEDIO DE GORODKOWA:

GlUucOS2 seescrcocnse 1.0 gr.
Peptona s.eeceecsces 10.0 "
Cloruro s8dico ..eee 5.0 "
AQAr .eeveenesvvccsse 20.0 "
Agua destilada ..... 1000 ml,

No se ajusta el pH del medio y ss esteriliza
en autoclave durante 15 min. a 121° C.
—-— MEDIO DE ADANS:

Glucosa e 9 0 0 ¢ 0 09 80000 0 004 gr.
Acetato sddico anhidro . 1.4 "
Agar ® & & 0 & 0 0 0 ¢ 8 0 0 0oV e oo 20‘0 "

Agua destilada .,.s¢¢.... 1000 ml,
No se ajusta el pH del medio, y se esteriliza
en autoclave durante 15 min, a 121° C.
-~ MEDIO DE STARKEY:

KZHPUA ® & 6 0 060 % 05006 00 000 068 gr'

4 "
}\Hzpoa ® % 06 0 0 0 0 ¢ 0 00 s 8 00V 0.2



i
F92(304)3.7H20 cecescea 0.025

Lactosa ® & o 00 060 0000 0o 15.0 "
Agar ® & & 000 000" oo 000 ZD.O n
Agua destilada ........ 1000 ml,

No se ajusta sl pH del medio, y se esteriliza

en autoclave durante 15 min, a 121o C.

Los tres medios de esporulacidn descritos se
distribuygn en tubos de agar inclinado, y su utilizapién
es simultdnea: Se siembra la levadura, para su rejuvene-
cimiento, en tres tubos de Y.G.P., incubando 48 h. a 250
C; a continuacidn, cada tubo de cultivo en Y.G.P. (que /
contiens 5 m;.) se vierte respectivamente en un tubo de
cada uno de los tres medios de esporulacidn. Se inclinan
los tres tubos y tras dejar sedimentar la levadura duran
te 2 h. sobre la superficie inclinada de los medios de /
esporulacidn, se vierten los sobrantes con precaucidn pa
ra no arrastrar el sedimento. Se incuban a 25° C l:cs me-
dios de Gorodkowa, Adams y Starkey inoculados, y a par—
tir de los 7 dias de incubacidn se observa periddicamen—
te la posible aparicidn de ascosporas. En el caso pqsiti
vo, se registra forma, tamafic, etc,, de las esporas pro-
ducidas, datos de gran valor taxondmico. En caso negati=-
vo, si transcurridc un periodo minimo de 30 dfas de incy

bacidén no se observa aparicién de ascosporas, se conclu-



se sexualmente en cultivos de laboratorio,
MEDID PARA FERMENTACION DE AZUCARES:

Extracto de lsvadura ... 5.0 gr.
Azdcar a 8NSAYAr eescees 20,0 v

Agua destilada ......... 1000 ml.

El medio se distribuye en tubos con tapdn de-
rosca y provistos con campana Durham, a razén de 10 ml.
por tubo, y se esteriliza en autoclave durante 15 min, a
115° c.

En cada tubo se sismbra una grén cantidad de
levadura y se incuba a 250 C. Cada dia, durante un perig
do mdximo de 10 dfas, se observa la aparicidn de gas en
la campana, indicador de la fermentacidén del azidcar ensa
yado., E1 tanto por ciento del volumen de la campana ocu-—
pado por sl gas, en el periodo de incubacidén transcurri=
do, proporciona un Indice de la velocidad de fermenta———
cidn del azdlcar. Si no se observa la aparicidén del gas /
en la campana a los 10 dfas de incubacidn, la prueba de

la fermentacidn del azdcar en cuestidn se considera nega

tiva,

o




Ensayos utilizados para averiguar la capaci--
dad de utilizacidén oxidativa de diversas fuentes de car-
bono por parte de una cepa de levadura determinada.

Se emplea un medioc de cultivo exento de fuen—
tes de carbono, de formulacidn debida a Wickerham (1951),
citado por Lodder an su monografia "The Yeasts, a taxaong
mic study" (1.974) y comercializado por "Difco™ con el /
nombre de "Yeast Nitrogen Base",

La preparacién del medio de cultivo debe ajus
tarse a las normas recomendadas por la firma que lo co=-—
mercializa: se disuelven 6,7 gr. de "Yeast Nitrogen Base"
y 14 gr, de agar en 1000 ml, de agua destilada, se ajus=
ta el pH a 5,6 0,1 y se distribuye en tubos de ensayo /
con 20 ml, de medio. Se esteriliza en autoclave durante
15 min. a 115° c.

Se mantienen los tubas a 45° C y se inoculan
en masa con 1 ml. de una suspensién fuerte de la levadu-
ra a ensayar, agitando para caonsequir una mezcla homogé-
nea. La suspensidn de la levadura se obtiene dispersando
en agua destilada estéril una considerable cantidad de i
néculo de levadura, previamente rejuvenecida por cultivo
en Y.G.P.A. durante 48 h, a 25° C.

Los tubos del medio base inoculados con la /

suspansidén de levadura se vierten asépticamente en pla=-



solidificar el medio de agar. A continuacidn se secan /
las placas en estufa (1 h., a 37° C) para evitar el aqua
de condensacién que pudiera provocar errores en sl ensa-
yo, y posteriormente se deposita una pequefia cantidad de
la fuente de carbaono a ensayar (azdcares, 4cidos orgédni-
cos, alcocholes, stc.) en un punto de la superficie del a
gar préximo al borde de la placa. Diametralmenta opuesto
a 81 se deposita como patrdn de crecimiento poesitive una
pequeifia cantidad de glucosa, y se incuban las placas con
las fuentes de carbonc a ensayar durante 48 h, a 25° ¢.
Se otorga un resultado pasitivo al ensayo si
se observa un halo semicircular de crecimiento alrededor
de la fuente de carbono depositada, utilizando como refe
rencia el halo de crecimiento que se abserva alrededor /
de la glucosa. En caso negativo, se prolonga la incuba—-—
cidn hasta las 7 dias, con el fin de detectar posibles u
tilizaciones lentas o tardfas, y si persiste el resulta-

do negativo se da como tal el ensaya,

ASIMILACION DE COMPUESTOS DEL NITROGENO.-

Ensayos utilizados para averiguar la capaci—«
dad de utilizacidn oxidativa de diversas fuentes de ni——
trégeno por parte de una cepa de levadura determinada.

La metodologia empleada es paralela a la des-



carbono, si bien el medio de cultivo utilizado difiere,
bdsicamente, 8n que es una formulacidén exenta de fuentes
de nitrégenc. Este medio, debido también a Wicksrham, se
describe en la monografia antes mencionada de Lodder /
(1,974). Comercializado por "Difco"™ con el nombre de /
“Yeast Carbon Base", se prepara por disolucidén del medio
basal (11.7 gr.) y 14 gr. ds agar en 1000 ml. de agua /
destilada. El1 pH del medio se ajusta a 5,6* 0,1, se dis-
tribuye en tubos de snsayo con 20 ml., de medio y se estg
riliza en autoclave durante 15 min. a 115° C.

El resto del procedimiento es andlogoc al dess
crito para la asimilacidn de compuestos del carbono, con
una salvedad importante: la suspensidn de la levadura a
ensayar con la que se inoculan los tubos con 20 ml. de /
medio ha de ser necesariamente una suspensidn sumamente
diluida (suspensidn invisible), ya gue en otro caso se /
producirian falsos resultados positivos debido a que las
células de lsvadura son en si mismas excelentes fuentes
de nitrdgeno, y los posibles autolisados de células de /
la suspensidn podrian servir como fuente de nitrdgenc al
resto del indculo.

Las fuentes de nitrdgeno a ensayar habitual——
mente son las sales potdsicas de nitratos y nitritos, u-

tilizando una peptona como patrdn de crecimiento positi-



Con los datas aportados por las observacionss
morfoldgicas y fisioldgicas descritas, mds otros datos /
necesarios en casos particulares y refsrentes a caracte-
risticas tales como la osmotolerancia en medios de gluco
sa y/o cloruro sédico de alta presidén osmdtica, creci——-
miento a diversas temperaturas, resistencia a antibidti-
cos, reacciones de hidrdlisis, etc., se procede finalmen
te al encuadrs taxpnémico de las levaduras aisladas,

Las obras de taxonomia que hemos sequido en /
nuestro trabajo para la sistemdtica de levaduras son, e-
sencialmente, la monografia editada por Lodder (1.974),
junto a la de Barnett gt al., (1.983) y "The Yeasts, a Ta

xonomic Study" editado por Kreger-van-Rij (1,984).
3.4.- Scluciones y colorantss,=-

Con la mayoria de los mohos es dificil, cuan-
do no imposible, fijar, tefiir y montar preparaciones co=-
mo se hace usualmente en Bacteriologia, por ejemplo, y /
preservar al mismo tiempo las estructuras. Sin emba:go,
la obsarvacidn directa, sin manipulacidn,de todas las es
tructuras que contribuyen a la localizacidn taxondmica /
de un hongo microscdpico es ciertamente imposible en la

mayorfa de los casos, y hemos optado por la realizacidn



cidn posible.

Entre los liquidos de montaje para mohos exis
tentes, tal vez el de uso mds extendido es sl lactofenol
cuya Pdrmula es:

FenOl L3 BB BN BN BB BN BN SN BN BN N I AN 2 10 gr.
Ac, 1ldctico seeeevee.. 10 "
Glicerina essescescces 20 "

Agua destilada ....... 10 "

Sin embargo, este liquido de mantaje puede /
presentar ciertos problemas en su utilizacidn sistemdti-
ca, como pueden ser la retraccidn o turgencia de las cé-
lulas y, ademds, su indice de refraccién (n=1.45), seme-
jante al de las hifas de los hongos, hace que en muchos
casos las estructuras incoloras aparezcén muy tenues de-
bido a la falta de contraste con el fondo (Smith,1.963).

Por estas razones hemos optado por el uso co-
mo liquido de montaje de aqua con tween 80 al 0;01 % co=-
mo agente dispersante. Se trata de un liquido de montaje
de rédpida svaporacidn y que puede provocar turgencia en
las estructuras fdngicas, pero estos problemas se pueden
mitigar con observaciones eminentemente rdpidas., Ademis,
en muchas claves sistemdticas es éste el medio de refe——
rencia en el que se han realizado las medidas de las es=—
tructuras de interds taxondmico,con el fin de unificar /

las observaciones y evitar los errores cometidos por el



En cuanto a técnicas de tincién, en general /
los mohos suelen tomar los colorantes de modo desigual,
segln la estructura, edad, etc., y el método mds emplea-
do es mezclar el colorante con el lfiquidoc de montaje, /
principalmente en el caso del lactofencl. En nuestro tra
bajo hemos desechado su empleo sistemdtico, y sdlo hemos
acudido a su uso para lograr destacar alguna estructura
en particular de ciertos mohos, con el fin de visualizar
las correctaments. A este fin nos han resultado particu-
lérmente dtiles ciertos colorantes no descritos enﬁa li-

teratura como utilizados en la tincién de microhongos: /

Rojo Ponceau S y Negro Amido. Ambos son colorantes habi-
tuales en ciertas técnicas inmunoldgicas para resaltar /
la seroprecipitacidén (inmunodifusién radial y electrofo-
resis en contracorriente, sobre todo), y los hemos emple
ado para lograr la tincidn diferencial de las estructu—-—
ras de reproduccién asexual de ciertos ficomicetos, prin
cipalmente de los mucorales: estos colorantes tifien las

hifas, artrosporas, clamidosporas e inclusc los esporan-—
gifforos de las colonias jévenes, hasta la columela, pe-
ro se revelan incapaces de penetrar la cubierta del espo
rangio intacto y de tefiir las esporas de su interior, /
con lo cual permiten una coloracidn diferencial de gran

utilidad para la observacidn de estas especies.



de ambos colorantes, utilizando Rojo Ponceau S para lo—
grar una tincidn de fondo roja, o Negro Amido si se dese
a coloracién azul, proporcionando este dltimo colorante
un mayor contraste:

AC., ACBELiCO sevecesssscensoe 2 ml,
Glicerina .seeeceececcecceces 15 n
Rojo Ponceau S/Negro Amido . 0.1 gr.
Agua destilada hasta ¢cee... 100 ml.

3.5.= Investigacidn de aflatoxinas: Seleccidn

de técnicas,-

En nuestro estudio hay que diferenciar dos [/
grupos en los métodos analiticos sequidos para la inves-
tigacidn de aflatoxinas:

3.8.1,~ Estudio de la presencia de aflatoxi--—
nas en las especias analizadas, esencialmente en el pi--
mentdn,

3.5.2.= Valoracidn de cepas aflatoxigénicas:

Investigacidn de aflatoxinas en cultivos de laboratorio,
3.5.1.- En especias,~-

Para el andlisis de aflatoxinas en especias,

y debido a lo variado de los productos agricolas inclui-



ticos, en ocasiones independientemente y en ocasiones si
multanedndolos en el andlisis de un mismo producto (prin
cipalmente en el caso de las pimientas y pimentdn, debi~
do a las dificultades que presenta su andlisis por la /
gran cantidad de pigmentos ocluyentes, materia inerte y

sustancias interferentes que existen en estas especias),

Estos tres métodos analiticos son:

I.— Método de Scott y Kennedy para pimientas
de Capsicum molidas (1.973).

En sintesis, se trata de un método compuesto
por una sistemdtica de extraccidn, limpieza y concentra-
cidn del extracto segdin el método BF de la A.0.A.C. /
(1.970, 1.980), y una resolucidn final de las aflatoxi--—
B

nas B Gl y G2 por cromatografia en capa fina bidi-

1 "2
mensional sobre gel de silice,

II.- Método de Scott y Kennedy para pimienta
blanca y pimienta negra molidas (1,973).

Este método consta de una extraccidn, purifi-
cacidén y concentracidn del extracto segln el método CB /
de la A.0.A.C. (1,970, 1.980), con resolucidn final de a
flatoxinas par CCF bidimensional.

III.,- Método de multideteccidn de micotaxinas
segln Gimeno (1.979, 1.980).

Derivado del método desarrollado por Stoloff



utilizado como método oficial espafol para la deteccidn

de aflatoxina B, en diversos productos agricolas.

1

METODO I.-
# Principio:

- Muestra molida y homogeneizada,

— Extfacciﬁn de las aflatoxinas con metanol/
agua.

— Deslipidacién con n-hexano.

- Transferencia de las aflatoxinas del ex——-
tracto a una fase claorofdérmica.

- Concentracidén del extracto clorofdrmico en
rotavapor,

—— Resolucidn de aflatoxinas por cromatogra——
fia en capa fina bidimensional,

— Confirmacidn del andlisis.

— Cuantificacién,

)k Material y aparatos.-

— Matraz Erlenmsyer de 500 ml., color topa—-—
cio, tapdn de vidrio esmerilado.

— Embudo de separacidn de 125 ml., color to-
pacio.,

-~— [Matraz colector de filtrados, can forma de

corazén, de 180 ml,, y fondo en tubo gradu



rotavapor, con tapdn de vidrio., Color topa
cio.

~—~ Agitador de vaivén o mufisca.

-— Rotavapor.

— Bomba de vacio.

1

Egquipo para cromatografia en capa fina.-

—— Microjeringas de 10, 25 y 100 pl.

- Miniviales de 1 y 2 ml,

- Tubos de S y 10 ml., con tapdn de rosca, /
color topacia.

— Pulverizador cromatogréafico.

— Bastidor/Divisor para cromatoplacas.

- Secador de cabello.

—— Cédmaras de desarrollo.

-— Cromatoplacas Sil G-60, tamafioc de particu-
la 0.063-0,200 nm,, de 0,25 mm, de espesor
y 20 x 20 cm, de tamafio (flerck). Activar a
110° ¢ durante 30 min. En el momento de su
uso deben estar a temperatura ambiente.

—— Lémpara ultravioleta de 254 y 366 nm..

Reactivos.- Todos serdn de grado analitico,

- Metanol,

-- n-Hexano,

—= Cloroformo,



—=— Tolueno,

-~ Acetato de setilo.

— Acido férmico S0 %.

—— Acido sulfdrico.

~ Acido trifluoroacético.

¥ Patrones de aflatoxinas:

Suministrados por "Sigma Chemical Co".
Inicialmente, preparamos una solucidn de cada

una de las aflatoxinas B B G, ¥y G

1’ "2* "1
cién de 10 pg./ml. El solvente utilizado en todos los ca

o CON una concentra
sos ha sido bencena/acetonitrilo (98:2).

A continuacidn, se prepara un patrdn de traba
jo, conjunto, combinando voldmenes de las soluciones ini
ciales, que contenga 0.5 pg./ml. de aflatoxinas By v Gy,

y 0.25 pg./ml, de aflatoxinas B, y G

2 2°

Guardar en tubos con tapdn de rosca, color to

pacio, a 40 c.

% Extraccidn, purificacién y concentracidn del
extracto:

Se pesan 25 gr, de la muestra molida y homogg
neizada en un matraz Erlenmeyer de 500 ml., con tapdn de
vidrio esmerilado, color topacio, Afiadir 125 ml. de meta
nol/agua (55:45) y 50 ml. de n=hexano. Agitar vigorosa——

mente durante 30 min. en agitador de vaivén o mufieca.



41 o similar) y transferir 50 ml, de la fase acuoso-meta
ndlica a un embudo de separacidén de 125 ml., color topa-
cia, AMadir 50 ml. de cloroformo, agitar durante 30-60 /
seg. Y dejar separar capas. Drenar y recoger la capa in-
ferior de cloroformo en el matraz colector de filtrados
con forma de corazdén y fondo en tubo graduado,

Evaporar el extracto clorofdérmico hasta alcan
Zar.un volumen de 2 ml., en rotavapor, sobre bafio maria
a 50-55° C, con wacfio de 0.6-0.8 Kp./cm2 y en atmdsfera
de nitrdgeno. Romper vacfo y lavar las paredes del reci-
piente con tres porciones de 1 ml. de claroforma. Agitar.
Evaporar a sequedad y redisolver el residuo en 500 ul, /

de cloroformo/metanol (9:1), agitando vigorosamente,

¥ Cromatografia en capa fina bidimensional:

Proceder segln se indica en la FIGURA 1l:

Depositar con microjeringa 10 ul. del extrac-
to de la muestra problema en un punto situado a 4 cm, /
del borde izquierdo de la cromatoplaca y sobre una linea
horizontal imaginaria situada a 4 cm. del borde inferior.
Depositar, respectivamente, 2 y 5 ul. del patrén conjun=-
to de aflatoxinas B

G en dos puntos situados

1 B B Y Gy

a 3y 5 cm, del borde derecho de la cromatoplaca y sobre

la linea imaginaria situada a 4 cm., de su borde infserior,

Depositar, asimismo, 2 y S pl. del patrdn con



mente a 3 y 5 cm, del borde superior de la cromatoplaca,
y sobre upa linea vertical imaginaria situada a 4 cm. /
del borde izquierdo de la placa.

Insertar el borde inferior de la cromatoplaca
en el fondo-de la cdmara de desarrolloc cromatogrédfico y
de§arrollar en este primer sentido con acetona/ clorofor
mo kl:Q), hasta que el frente de solvente alcance 13-14
cm, medidos desde el borde inferior de la cromatoplaca.
Extraer la placa y permitir su secado a temperatura ame—
biente, en oscuridad. Girar ahora la cromatoplaca 90° en
sentido caoantrario a las agujas del reloj e introducir en
una segunda cdmara de desarrollo vertical para proceder
a un nuevo desarrollo con otrs solvente: tolueno/acetato
de etilo/4c. fdrmico 90 % (S:4:1). Cuando el frente de /
solvente alcance una altura de 13-14 cm., se extrae la /
placa y se seca a temperatura ambiente o con una suavs /
corriente de aire caliente,

El desarrollo de ambos cromatogramas se reali
za en la oscuridad,

Visualizar el cromatograma a la luz U.V. de /
254 y 366 nm. Las aflatoxinas aparecerdn como manchas [/
con fluorescencias caracteristicas y situadas en la bi=—
sectriz imaginaria de ambas direcciones de desarrolle /

(ver FIGURA 1), compardndose los R, de las manchas sospe

F



tados en la cromatoplaca.
s Confirmacién:

La primera confirmacidn de la identidad de [/
las manchas sospechosas, se lleva a cabo por pulveriza—-—
cién de la cromatoplaca con agua/dc. sulfdrico (3:1), lo
que produce el cambio de fluorescencia azul o verdosa (B
o G) a tones amarillos, tanto a la luz U.V. de 254 comoc
de 366 nm.

En caso positivo, se reconfirma la sospecha /
de aflatoxina utilizando una nueva cromatoplaca en la /
que se repite el proceso anteriormente resefiado, si bien
en los puqtos donde se8 han depositado muestra y patrones
se superponen 2 a 5 pl, de dc. trifluoroacética, seqglin /
el método confirmativo desarrollado por Przybylski /
(1.975). La reaccidn del 4c. trifluoroacético con las a-

flatoxinas Bl y G, da lugar, respectivamente, a sus deri

1

con un R, aproximadamente 1/¢ del RF de

vados BZa y GZa’ ¢

Bl y G y fluorescencias andlogas aungue mds intensas,

l,
Si la pulverizacidn posterior con agua/dc. /

sulfdrico (3:1) provoca, como anteriormente, el cambio /

de fluorescencia a tonos amarillos, se concluyve que las

manchas sospechosas son aflatoxinas.

* Cuantifiecacidn:

Para la cuantificacidn se aplica laz siguiente



Mg. de aflatoxina Bl/Kg.= Vpx Cpx o / v x P_, donde:

- Vp: pl. de solucidn patrdén de aflatoxina /

Bl gue producen una fluorescencia iw=—-
gual a la emitida por la muestra,

—— C_= concentracidén de la aflatoxina B, en /
el patrén, expresada en mg./ml,

— D = pl. de la dilucidn final del extracto
de la muestra.

—_— Vm= pl. del extracto de la muestra que prg
ducen una fluorescencia de intensidad
igual a la del patrdén de aflatoxina u-
tilizado (Up).

— P = gr. de la muestra en el extracto que /

se cromatografia,

Para la cuantificacidn de las aflatoxinas Bz,

Gl y G2’ se procede de forma andloga.

o




% Principio:
— Muestra molida y homogeneizada.
- Extraccién de las aflatoxinas con clorofor
mo.
—— Columna de limpieza del extracto sobre si-
licagel:
- Deslipidacidn con n-hexano,
——— Eliminacidén de pigmentos interferentes
con éter stilicec anhidro.
~— Recuperacidn de aflatoxinas con cloro-
formo/metancl.
— Concentracidén en rotavapor.
— Resolucidn de aflatoxinas por cromatogra—-—
f{a en capa fina bidimensional.
- Confirmacidn del andlisis.
— Cuantificacidn.

% Material y aparatos:

- Matraz Erlenmeyer de 500 ml,, color topa-—-—
cio, tapdén de vidrio esmerilado.

-— Columna de vidrio, de 300 mm, de longitud
por 22 mm. de didmetro, color topacio.

-~— Matraz colector de filtrados, forma de co-
razdén, de 180 ml., con fondo en tubo gradu

ado de 3 c.c. y boca esmerilada adaptable



pacio.
— Agitador de vaivén o mufieca.
-= Raotavapor.
— Bomba de vacio.

Material para cromatografia en columna:

-= Lana de vidrio.

- Sulfato de sodio anhidro.

— Silicagel 60, de 0.063-0,2 nm, Activar a /
105° C durante 1 h, Afadir 1 ml. de agua /
por cada 100 gr. Sellar y agitar para su /
mezcla homogénea. Dejar reposar 15 h, como
minimo,

Equipo para cromatografia en capa fipa:

Ver METODO I.

Reactivos: Todos serdn de grado analitico.
- Cloroformo.

-- n-=Hexano.

—— Eter etilico anhidro.

-— Metanol,

-— Acetona.

- Tolueno.

-— Acetato de etilo.

-- Ac, férmico 90 <.

— Ac. sulfdrico.



% Patrones de aflatoxinas:

Ver METODO I.

% Extraccidn, purificacidn y concentracidn del

extraeto:

Se pesan 25 gr. de la muestra molida y homoge
neizada en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. con tapdn de
vidrio esmerilado, color topacio. Afadir 12.5 ml. de a—-
gua destilada, 125 ml, de cloroformo y 12.5 gr. de tig—-
rra de diatomeas. Agitar vigorosaments durante 30 min, /
en agitador de vaivén o mufisca.

Filtrar el extracto (papel de filtro UWhatman
41 o similar) y recoger los primeros 50 ml, del filtrado
cloroférmica.,

Colocar un tapdn de lana de vidrio en el fon-
do de una columnpa crumatogrédfica de 300 x 22 mm, Affadir
S gr. de sulfato de sodio anhidro para dar base al sili-
cagel. A continuacidn, afiadir cloroformoc hasta que la cg
lumna esté medio llena y adicionar entonces 10 gr, de si
licagel. Lavar las paredes de la columna con 20 ml. de /
cloroformo y agitar para dispersar el silicagel., Cuando
la tasa de sedimentacidn disminuya, drenar un poco de [/
cloroformo para ayudar a la sedimentacidn, dejando de S

a 7 cm, por encima del silicagel. Afiadir lentamente /



las paredes, si es necesario, con una pequefia porcidn de
cloroformo. Drenar cloroformo hasta la parte superior de
la dltima capa de sulfato de sodio anhidro afiadida, evi-
tando que parte alguna quede sn seco.

Incorporar a la columna los 50 ml, del extrac
to clorofdrmico de la muestra que habiamos obtenido por
filtrado, Lavar a mdxima tasa de flujo con 150 ml. de /
n~hexano, seguidos por 150 ml, de éter etflico anhidro.
Descartar los eluidos. Eluir ahora las aflatoxinas de la
columna con 150 ml. de metanol/cloroforme (3:97) y reco-
ger esta dltima fraccidn, desde el momento de su adicidn
a la columna hasta la detencidén del flujo, en el matraz
coléctor en forma de corazdn,

Evaporar hasta alcanzar un volumen de 2 ml.,
en rotavapor sobre bafoc maria a SD0 C, con un vacio de /
0.6-0.8 Kp/cm2 y en atmdsfera de nitrdgeno. Romper vacio
y lavar las paredes del recipiente can tres porciones de
l ml. de cloroformo., Agitar., Evaporar a sequedad y redi-
solver el residuo con 500 pl. de cloroformo, agitando vi
gorosamente.

sk Cromatografia en capa fina bidimensional:

Ver METODO I.

%k Confirmacidn:

Ver METODO I,



Ver METODO I.

S ; F

METODO III.-
) Principio:

El método se basa en la extraccidn selectiva
de las aflatoxinas con acetonitrilo/cloruroc potdsico al
4 %, la sliminacidn de compuestos grasos con isooctano y
la separacidén de los compuestos interferentes solubles /
en agua por transferancia de las aflatoxinas a una fase
clorofdérmica, con ayuda de cambios de pH. El extracto ob
tenido se concentra en rotavapor y las aflatoxinas se rg
suelven por cromatografia en capa fina unidimensional, /
siendo posteriormente confirmadas y cuantificadas.

H Material y aparatos:

— fMatraz Erlenmeyer de 250 ml., color topa——
cio, tapdén de vidrio esmeriladaag.

—— Embudo de separacidén de 125 ml., color to-
pacio.

- Matraz colector de filtrados, forma de co-
razén, de 180 ml., con fondo en tubo gra—
duado de 3 c.c. Yy boca esmerilada adapta—

ble a rotavapor, con tapdn de vidrio. Co=—



Pipeta Pasteur conectada a trompa de
para vacio.

Agitador de vaivén o muffeca.
Rotavapor.

Bomba de vacio.

Equipo para cromatografia en capa fina:

Ver METODO I.

Reactivos:

Acetonitrilo,.
Cloruro potdsico.
Isococtano.
Cloroformo,

Ac. clorhidrico.
Sulfato de sodio anhidro,
Tolueno.,

Acetato de etilo,
Ac. fdérmico 90 %.
Eter etilico.,

Ac. acético.
Acetona.

Ac. sulfdricao.

Ac, trifluoroacético.

Patrones de aflatoxinas:

Ver METODO I.

agua



extracto:

Se pesan 25 gr. de la muestra en un matraz Er
lenmeyer de 250 ml. con tapdn de vidrio esmerilado, co——
lor topacio., Afiadir 90 ml. de acetonitrilo y 10 ml. de /
solucidn acuosa de cloruro potdsico al 4 ¥. Agitar vigo=-
rosamente durante 30 min. en agitador de vaivén o mufieca.

Filtrar el extracto (papel de filtro Whatman
41 o similar) y transferir SO ml, a un embudo de separa-
cién de 125 ml., color topacio., Afiadir 50 ml, de isaocta
no y agitar durante 30 seg. Dejar separar capas. Elimi—
nar la capa superior de isooctano por medio de la pipeta
Pasteur conectada a la trompa de agqua para vacio, con la
precaucién de no aspirar en absolutoc la capa inferior de
acetonitrilo., Repetir la deslipidacidn con otras tres [/
porciones de 50 ml. de isooctano, sliminando cada vez la
capa superior en la misma forma. A continuacidn, afadir
a la capa de acetonitrilo 12.5 ml, de agua destilada /
(con el fin de eliminar pigmentos solubles en agua inter
ferentes en el andlisis) y 25 ml. de cloroformo, agitan-
do durante 30 seg. tras cada adicidén. Dejar separar ca--
pas y filtrar la capa inferior de acetonitrilo-clorofor-
mo a través de un filtro Whatman 41 lleno de sulfato de
sodio anhidro. Colectar esta fraccidn en el matraz colec

tor de filtrados con forma de corazén.



rador se le afiade 1 ml, de d4c. clorhidrico 1N. Agitar. /
Seguidamente se afiaden 20 ml, de cloroformo, con el fin
de recuperar posibles fracciones de aflatoxinas disugl—
tas en la capa acuosa, desplazando el coeficiente de re-
parto con un pH favorable. Agitar durante 30 seg. Dejar
separar capas. Filtrar la capa inferior clorofdrmica a /
través del filtro con sulfato de sodio anhidro y colec——
tar la fraccidn en el matraz colector de filtrados con /
forma de corazdn, junto a la fraccidn que habiamos obte-
nido anteriormente. |

Repetir la extraccidn en la capa acuosa acidi
ficada con tres porciones de 10 ml., de claroformo, con /
el fin de evitar posibles pérdidas en el método. Filtrar
cada fraccidn clorofdrmica en forma andloga a las ante—-—
riores, y reunir todas las fracciones sn el matraz colec
tor de filtrados.

Evaporar el extracto conjunto obtenido hasta
alcanzar un volumen de 2 ml., en rotavapor, sobre bafio /
marfa a 50-55° C, con vacio de 0,.6-0.8 Kp/cm2 y en atmds
fera de nitrdqeno. Romper vacio y lavar las paredes del
recipiente con tres porciones de 1 ml, de cloroformo. A-
gitar., Evaporar a sesquedad y redisolver sl residuoc con /

1 ml. de cloroformo, agitando vigorosaments.



Dividir las cromatoplacas de 20 x 20 cm. que
van a utilizarse en el énélisis, con un divisor de pla—-
cas, 8n diez franjas de aproximadamente 2 cm. de ancho /
cada una. Activar a continuacidn las cromatoplacas (ver
METODO I).

En la parte central de las franjas y en una /
1fnea horizontal imaginaria situada a 4 cm. del borde in
ferior de la placa, depositar respectivaments 2, 2, Sy
S pl. del extracto de la muestra abtenido. En unc de los
puntos donde hemos depositado 2 y 5 ml. del problema, su
perponer 5 pl. del patrdn conjunto de las aflatoxinas /
B B

G1 y G que actuardn como patrones internos. En

1’ 72’ 2?
una quinta franja, adyacente, depositaremos 5 pl. del pa
trdn conjunto de aflatoxinas, que actuaréﬁ asi como pae—
trén externo,

Desarrollar el cromatograma en cdmara ds desza
rrollo insaturada y en la oscuridad, utilizando como fa-
se mévil tolueno/acetato de etilo/cloroformo/dc. fdrmico
90 ¢ (70:50:50:20). Cuando el frente del solvente de de—
sarrollo alcance una altura de 16 cm, medidos desde’el /
borde inferior de la cromatoplaca, se extras la placa y
se permite su completo secado o se fuerza con una suave

corriente de aire caliente,

Visualizar el cromatograma a la luz U.V. de /



con fluorescencias caracteristicas y un R, andlogo al R

£ F

del patrdn conjunto utilizado como patrdén interno, y and

logo o muy prdéximo al R_. del patrén externo,

F

% Confirmacidn:

La confirmacidn de la identidad de las man———
chas sospechosas se realiza en forma andloga a la expues
ta en el METODO I (basada en el método de Przybylski, [/

1.975), por formacidén de los derivados B y G al reac

2a

con el dc. trifluoroacéti

2a

cionar las aflatoxinas B, y G

1 1

co, si bien el desarrollo de esta segunda cromatoplaca /
lo llevamos a cabs con otro solvente: cloroformo/éter e-
tilico/4c. acédtico (170:30:10), con el fin de affadir una
prueba adiciocnal al comparar los nuevos RF'

lLa pulverizacidn con agua/4c. sulfdrico (3:1)
para provocar el cambio de fluorescencia a tonos amari-—-
llos se utiliza como confirmativo tanto en la placa ini-
cial como en la segunda placa adicionada con dc, itriflug
roacético, y en forma andloga a la descrita en el METODO

I.

% Cuantificacidn:

Hemos utilizado el método del limite de detec
cidn, basado en determinar, a partir del extracto de la
muestra obtenido, para quéd dilucidn puede detectarse to-

davia la sustancia cromatogréficamente., Del limite infe-



larse la cantidad de micotoxina en cuestidn, segin el [/
producto a analizar, relacionando el volumen de la mane
cha para el que todavia puede comprobarse la micotoxina

con el 1limite de deteccidn de la micotoxina en cuestidn,
ambos factores en las mismas condiciones de trabajo.

Se depositan en una cromatoplaca varios voll-
menes del extracto de la muestra (1 a 6 pl.). £En un pun-—
to aparte se depasitan 3 ul. del patrdn de la micotoxina
que se vaacuantificar (patrdn externo). Tras el desarrg
llo de la placa, se observa cual es la dltima mancha de
micotoxina que adn se detecta. Para el célculo se aplica
la férmula:

Mg. de micotoxina/Kg. de producto = LxelOB/axSDXP,
donde:

L = 1imite de deteccidn, en mg., de la corres
pondiente micotoxina, segldn el nroductoc a analizar.

v

volumen en ml, del extracto de la muestra
(1 ml,),

a

volumen, en Ml,, correspondiente a la dl-
tima mancha que se ve.

P = peso de la muestra en gramos.

Si la micotoxina se detecta en todas las man-
chas, tomar 50 ul. dsl extracto de la muestra y afiadir /

250 pl. de cloroformo, Repetir ahora el proceso anterior



misma férmula y multiplicar por 6 el resultado,

Si la micotoxina se detecta también en todas
las manchas, tomar 50 pl. de la dltima dilucidn del ex—-—
tracto de la muestra y afiadir 250 pl. de cloroformo. Re-
petir de nuevo el cromatograma en condiciones andlogas a
las descritas. Para el cdlculo, aplicar la fdrmula ante—
rior y multiplicar por 36 el resultado. En el caso de dg
tectarse la micotoxina en todas las manchas, seguir suceg
sivamente con la misma secuencia de dilucidn y de factor

de cdlculo que se deduce de los pasos anteriorss.

3.5.2.- En cultivos de laboratorio: Estudio

de cepas aflatoxigénicas.-

Ante los primeros resultados que obtuvimos en
el estudio de la micoflora de las especias, nos parecid

especialmente interesante la existencia de Asperqillus /

flavus en un considerable tanto por ciento de las mues——
tras analizadas, y por ello procedimos al estudio del ppo
der aflatoxigénico de las cepas aisladas en cultivos de
laboratorio.

El medio. de cultivo que hemos utilizado para

distinguir cepas de A. flavus y A, parasiticus potencial

mente productoras de aflatoxinas de las cepas no toxigé-



recomendado por Hara et al. (1.974), de compasicidn:

(NHa)H2p04 ® & 0 6 &6 0 0 5 060 0 % 00 0 000 10.0 gr.

"
Kszod @ ® ® ¢ & 0 9 & 0 00" O 0 00 O 0w s e 1.0
"
mgsod.'?HZU ® ® & & 0 8 5 0 00 O O 00 0 0 0 005
Kcl & ® © 8 & 9 &6 0 ¢ O s " OO s O OO0 e e UQS '.
- e o 0 0 0 0 @ [ ] "
F8504.7H20 @ ® & 00 5 0 0 0 0o 0 Ul
sacarosa ® @ © & 0 & 9 0 ¢ 0 T O OO PO 00 00 30.0 "
Licor de macerado de maiz ... 0.5 "
Agar ® 0 & & " & & @ 0 0 0 0 OO 6O s OO0 e 20.0 "
Agua destilada ...cc¢ccee.e0. 1000 ml.

chlz ® © & 6 6 5 & 00 02 5O 9 00 eI e 5x10-4 m

El pH del medic se ajusta a 5.5 con NaOH 1N /
antes de la adicidn del agar. Se esteriliza en autoclave
a 121° € durante 15 min.

Cuando el medio de cultivo se halla aproxima-
damente a 40° C, se vierts en placas de Petri de vidrio,
de 10 cm. de didmetro (alrededor de 25-30 ml. de medioc /
por placa) y se deja solidificar a temperatura ambiente.

Debido a gue nos encontramos con dificultades
para obtener el licor de macerado de maiz ("corn steep /
liquor"), procedimos a resalizar estudios comparativos pa
ra su sustitucidn como fuente de vitaminas y oligoelemen
tos. Finalmente, hemos utilizado en su lugar extrac£o de
levadura, en una proporcidn de 0.5 gr./litro de medio, /
con unos resultados comparativamente andlogos en cuanto

a crecimiento de las colonias y produccidn de aflatoxi--



La placa de agar preparada con el medio A,P.A,
modificado se inocula superficialmente, en su punto cen-
tral, con asa de siembras, a partir de una suspensidn de
gsporas de la cepa a estudiar en agua con tween 80 al /
0.01 %. Se incuba la placa durante 10 dias a 25° C, en /
oscuridad, y tras el periodo de incubacidn se procede a
su observacidén bajo luz U.V. de 254 y 366 nm,, segln el
procedimiento descrito por Hara et_al. (1.974), con el /
fin de comprobar la aparicidn o no de la fluorescencia /
caracteristica de las aflatoxinas en el medio de agar.

A continuacidn, hemos llevado a cabo la inves
tigacién quimica de la produccidn de aflatoxinas en el /
medio A.P.A. inoculado con las cepas a ensayar, sequn el
siguiente método:

1) Trituracidén del contenido de la placa de /
cultivo (agar y colonia fidngica), utilizando para ello /
un homogeneizador "Stomacher 400",

2) Extraccidn de las aflatoxinas con clorofor
mo, en agitador de mufieca, durante 30 min,

3) Filtracidn del extracto clorofdrmico a tra
vés de filtro Whatman 41 (o similar) lleno de sulfato de
sodio anhidro.

4) Concentracidn del extracto en rotavapor, /

sobre bafio maria a 45° C, a sequedad,



roformo, agitando vigorosamente.

6) Andlisis de este Gltimo extracte por croma
tograffa en capa fina, segin la metodologia descrita en
el apartado 3,5.1, METODO III, incluida la confirmacidn

de las aflatoxinas halladas. -

4,1.~ Resultados cualitativos: Micoflora de

gspecias.-

A partir de las colonias aparecidas en las /
placas de recuento, y tras su examen detenido, hemos pro
cedido al aislamiento e identificacidn de un total de /
1.118 cepas de hongeos, que finalmente han resultado per-
tenecer a un total de 84 géneros y especies, que detalla

mos a continuacidn indicando su posicidn taxondmica.

4,1,1,- Taxonomia aplicada., Relacidn de hon-

gos encontrados. Desripcidén de especiss. Micrografias.-

Las obras de taxonomia que hemos utilizado pa

ra la clasificacidén de la totalidad de cepas aisladas se

citan en los apartados 3.3.1 (taxonomia de mohos) vy /



Como ya indicamos en 3.3.1, la taxonomia apli

cada para la clasificacidn de mohos se basa en la esta—-—

blecida por von Arx (1.981), y, segdn ella, la relacién

de mohos que hemos encontrado en nuestro estudio es la /

siguiente:

Clase Zygomycetses

Orden Mucorales

Género Absidia van Tieghem.

Especie: A. corymbifera (Cohn) Sacc. et Trotter,

Género Actinomucor Schostak,

Espaecie: A. elegans (Eidam) C,R.Benjamin et /
Hesseltine.

Género Circinella van Tieghem et Le Monn,

Especies: C, minar Lendner.

C. mucoroides Saito.

Género NMucor fMicheli ex fr.

tspecies: circinelloides van Tieghem.

=2 1=

. hiemalis Yehmer,

. plumbeus Bonorden,

. Iracemosus Fresenius,

= 1=

Género Rhizopus Ehrenb.
Especies: Rh. oryzae Went et Prinsen Geerligs,

Rh. stolonifer (Ehrenb,) Lind.

Género Syncephalastrum Schréter.

Especie: 5. racemosum Cohn ex Schréter,

————



Orden Sphaeropsidales

Género Phoma Sacc.

Orden Melanconiales

Género Epicoccum Link.

Especie: E. purpurascens Ehrenb, ex Schlecht.

Orden fMoniliales (=Hyphomycetes)

Género Acremonium Link.

Género Alternaria Nees.

Especises: A.

A.
A.

chartarum Preuss.
tenuis Nees,

tenuissima (Fr.) Wiltshire.

Género Asperqgillus Micheli ex Link.

Especies: A, amstelodami (Mangin) Thom et Church,

A.
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awamori Nakazawa.
candidus Link.

clavatus Desmazigres.

chevalieri (Mangin) Thom et Church.

ficuum (Reich.) Hennings.

flavus Link.

flavus Link var. columnaris Raper
Fenngll.

fumigatus Fresenius,

melleus Yukauwa.

nidulans (Eidam) Wint,

nidulans Wint. var. latus Thom et

Raper.
higer van Tieghem.
ochracseus Wilhelm.
oryzae (Ahlb.) Cohn.
oryzae (Ahlb.) Cohn var. effusus
(Tira.) Ohara.

parasiticus Speare.

et



. repens de Bary.
sydowi (Bain. et Start.) Thom et /

Church.

1> |
L

. tamarii Kita.

1= >

. unquis (Emile-Weil et Gaudin) Thom /
et Rapsr,

ustus (Bain.) Thom et Church.

> =

versicolor (Vuill.) Tiraboschi.

A. wentii Wehmer.

Género Aureobasidium Viala et Boyer.

Especie: A. pullulans (de Bary) Arnaud.

Género Cephaliophora Thaxter.

Especie: C. tropica Thaxter.

Género Cladosporium Link.

Especies: C. cladosporioides Fresenius.,

C. herbarum Link.
Género Fusarium Link,

Género Paecilomyces Bainier.

Especie: P, varioti Bainier.

Género Penicillium Link.

Especies: P. aurantio—flammiferum Ramirez, Beren

guer et Marti-

nez.

brevi-compactum Dierckx.

citreo=-virens Abe ex Ramirez.

citrinum Tham.

corylophilum Dierckx.

chrysocenum Tham.

frequentans Westling.

expansum Link ex Gray emend. Thom.

o |0 |Jo jv |lv |o |D o

grancanariae Ramirez, Martinez et /

*

Ferrsr.



janthinellum Biourge.

.

purpurescens (Seopp) Raper

jensenii Zaleskii.

miczynskii Zaleskii.
oxalicum Currie et Thom.

paxilli Bainier.

et Thom.

raistrickii Smith.
roqueforti Thom,

simplicissimum (Oudemans) Thom.

.

o jo o |v |o |© |O |V |O |U lo |D

verrucasum

o
L]

verrucosum

o

verrucosum

P. verrucosum

stackii Zaleskii.

velutinum van Beyma.

Dierckx var. corymbiferum
(Vestling) Samson, Stolk

et Hadlok.

Dierckx var. cyclopium /
(westling) Samson, Stolk

et Hadlok,

Dierckx var. melanochlorum

Stolk st Hadlok.

Samsaon,
var. verrucosum /

Stolk et Hadlok.

Dierckx

Samsan,

Género Scopulariopsis Bainier.

Especie: S. brevicaulis

Género Stemphvlium Wallr.

(sacc.) Bainier.,

Especie: S. botryosum Wallr.

Género Trichoderma Pers.

T.

Especies:

aureoviride Rifai.

psesudokoningii Rifai.

T.
I.

Género Trichotecium Link.

Especie: T. roseum Link.

viride Psars,

ex Gray.



bles dentro del amplio grupo de las levaduras, y como in
dicamos en 3.3.2, hemos sequido fundamentalmente la obra
de Kreger-van Rij (1.984),., Del total de 220 muestras de
especias analizadas, tan sbélo sn 50 (22.7 %) se han ais-
lado levaduras, con unos recuentos proporcionalmente muy
inferiores en general a los recuentos obtenidos para mo-
hos. Circunscribiéndonos a las 120 muestras de pimentdn
analizadas, sdlo en 33 de ellas (27.5 %) se aislaraon le-
vaduras; de las 100 muestras del resto de especias hete-—
rogéneas estudiadas, en tan sdlo 17 (17.0 %) se aislaron
levaduras.

Los géneros y especies mds frecuentemente ais
lados son los detallados a continuacidn:

Género Candida Berkhout.
Especie: C. glaebosa Komagata et Nakase.

Género Cryptococcus Kiitzing emend. Fhaff et Spencer

Género Rhodotorula Harrison.

Especie: Rh. rubra (Demme) Lodder.

Género Saccharomyces Meyen emend., Reess.

Especie: S, csrevisiae fMeyen ex Hansen,

Género Sporobolomyces Kluyver et van Niel.




DESCRIPCION DE ESPECIES

MICROGRAFTIAS



Los hongos incluidos en esta clase taxonomica
se caracterizan fundamentalmente por presentar micelio /
multinuclear, cenoccitico, y reproduccidén sexual por con-
jugacién de gametangios (que pueden ser del mismo tamafio
o muy desiguales, aunque esencialmente similares en natu
raleza y funcidén) que da como resultado la formacién de
una espora de resistencia de pared gruesa denominada zi-
gospora. En genral, no se conocen cuerpos fructiferos.

En esta Clase se incluysn dos Ordenss:

0. Entomophtorales.

0. Mucorales,

Las especies gque hemos aislado en el presente

trabajo pertenecen en su totalidad al 0. Mucorales.

ORDEN MUCORALES,-

Incluye hongos en genral saprofiticos, carac-
terizados fundamentalmente porque las esporas asexuales
se producen dentro de esporangios, esporangiolos o meros
porangios, y no son despedidas violentamente. fMicelio ge
neralmente abundante.

Entre los géneros pertenecientes a este Orden,
hemos aislado en nuestro estudio especies pertenecientes

a: Absidia, Actinomucor, Circinella, Mucor, Rhizocpus y /

Syncephalastrum.




Género caracterizado por presentar esporangid
foros principalmente como ramas que salen de los estolo-
nes, pero no desde el punto de unidén con los rizoides, a
diferancia del género Rhizopus, y, sobre todo, por la e-
xistancia de esporangios pequefios, piriformes, con noto-
rias y caracteristicas apdfisis infundibuliformes. Colu-
melas variables: semiesféricas, cdnicas, mamiformes,...
Esporangiosporas lisas, redondas u ovales.

La especie aislada en nuestrao estudio ha sido

A. corymbifera.

A. corymbifera.-

Colonias inicialmente blancas, algodonosas, /
gue luego van adoptando suaves tonalidades grises o gris
azuladas, al madurar los esporangios. Césped miceliar de
hasta 20 mm. ds altura.

Esporangiéforos ramificados, recurvados, oca-
sionalmente en verﬁicilos.

Esporangios pequefios, piriformes, de tonos /
grises en la madurez.

Columelas prdcticamente cdnicas que habitual-
mente presentan cortas proyecciones en su zona apical, /
si bien éste no es un cardcter constante.

Esporas ovales a subglobosas.






Este género y la especie aislada, A. slegans,
se caracterizan por producir colonias inicialmente blan-
cas que se tornan progresivamente pardas al madurar los
ssporangios. Esporangiéforos nacidos sobre estolones, e-
rectos, ramificades, con un esporangio grande terminal /
saobre la rama principal y ramas laterales cortas, verti-
ciladas, que acaban en esporangios més pequefios.

Esporangios sin apéfisis, esféricos, de color
pardo en la madurez.

Columelas lisas, ovoides a cdnicas, con colla
rete.

Esporangiosporas globosas, lisas.




Actinomucor elegans (Eidam)Benjamin et Hesseltine



Incluye formas préximas a Mucor pero que di—-—
fieren de este género en producir esporangiéforos que /
portan ramas circinadas finalizadas por esporangios glo-
bosecs con paredes persistentes.

Esporangiéforos no nacidos sobre estolones, a

diferencia de Absidia, Actinomucor y Rhizopus, ramifica-—

dos simpodialmente. Ramas con un esporangio o varios, é
veces con una espina terminal estéril.

Esporangios sin apéfisis que se sitdan termi-
nalmente sobre las ramas circinadas, globosos, multiespo
rulados, con pared persistente e incrustada.

Columelas cdnicas a ouales.

Esporangiosporas globosas a ovales, lisas.

En el presente estudio hemos aislado las espege

cies C. minor y C. mucoroides.




Colonias de crecimiento flocoso y micelio ini
cialmente blanquecino que va adoptando progresivamente /
tonos canela o ants.

Esporangiéforos ramificados irreqularmente, /
con ramas circinadas, produciendo umbelas de 4 a 5 espo-
rangios, uno encima de otro, aunque tambidn se pbservan
esporangios solitarios.

Esporangios globosos, hasta de 90 um. de did—
metro, grises a negros.

Columelas variables, normalmente ovales a glo
bosas, lisas, con collarete.

Esporangiosporas globosas a cortamente ovailes,

lisas.
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Circinella minor Lendner



Colonias de crecimiento mds rdpido que las de

C. minor, con césped miceliar de 10 a 15 mm. de altura,

en tonos grises que pasan a marrdn con la edad.

Esporangiéforos caracteristicamente retorci--
dos en forma de espirales abiertas, ramificados simpo=—-
dialmente y produciendo pedinculos circinados que portan
un sélo esporangio, un esporangio y una espina estéril o
dos esporangios.

Esporangios generalmente globosos, de hasta /
85 pm, de didmetro, de color gris oscuro.

Columelas ovales a piriformes, de hasta 50 x
70 pm., con collarete.

Esporangiosporas globosas a cortamente ovales,

lisas, de tamafio inferior a 10 um. en su didmetro mayor.
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Circinella mucoroides Saito e



Dentro del 0. Mucorales, sl género Mucor es /
el mas abundante en especies, ampliamente difundidas, vy
que en general producen colonias de amplio desarrollo so
bre la mayoria de los medios de cultive, con cédsped mice
liar bien desarrollado pero sin estolones ni rizoides.

Los esporangidéforos, puss, surgen del micelio
(no nacen sobre estolones, a diferancia, por ejemplo, de

Rhizopus y Absidia), erectos, simples o ramificados mong

podial o simpodialmente.

Esporangios esféricos, sin apdfisis, con colu
mala tipicamente presente. Dicha columela adopta formas
variadas, segln las especies: hemisférica, esférica, obo
voide, elipsoidal, piriforme, cénica con base truncada,
etc.

Esporas globosas a ampliamente elipsoidales,
incluso reniformes, seqdn las distintas especises.

En nuestro estudio, las cepas aisladas han si
do clasificadas como pertenecientes a las especies: M. /

circinelloides, M. hiemalis, M. plumbeus y M, racemosus.




Colonias blanquecinas con tonalidades progre-
sivamente marrondceas a grisdceas, extendidas.

Esporangiéforos ramificados simpodialmente, /
con ramas cortas y encorvadas, en ccasiones tan cortas /
que 2l esporangio parece sésil. No es comin la existen—-—
cia de clamidosporas en los esporangidforos.

Esporangios globosos, oscuros, generalmente /
de didmetro que alcanza hasta 80 pm,

Columelas elipsoidales, obovoides o globosas,
lisas.

Esporangiosporas elipsoidales a subglobosas o

globosas, lisas, de 4 a 6 pm de diametro.
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Mucor circinelloides

van

Tieghem




Colonias blancas, en ocasiones algo grisdceas
con césped miceliar compacto, erecto, de 1-2 cm. de altu
ra, que habitualmente llega hasta la tapa de la placa de
cultivo,

Esporangifforos generalmente simples, en oca-
siones ramificados simpodialmente, relativamente largos.

Esporangios esféricos, de 50 a 80 um. de did-
metro, pardo—grigéceog, con paredes delicuescentes que /
al desaparecer dejan un collarete en la columela.

Columelas esféricas a ovales, de hasta 50 pm.
de altura, en ocasiones mayores, lisas.

Esporangiosporas muy variables en tamafio, ova

les, elipsocidales, incluso reniformes., Lisas.




Mucor hiemalis Wehmer



Colonias con césped miceliar de 2 a 20 mm. de
altura, color gris ratén a gris ratdn oscuro. Esporangig
foros ramificados monopodial y simpodialmente, ambas for
mas usualmente presentes en la misma colonia, algo cons-
trefiidos debajo de los esporangios.

Esporangios de color gris a gris oscuro, bri-
llantes, ae hasta 80-100 pm., incluso mayores, con pare-—
des incrustadas que se rompsen al llegar la madurezﬂ

Columelas piriformes, obovoides, sobre una ba
se truncada, las menores apuntadas cdénicamente, de hasta
50 x 25 pm. , infrecuentemente mayores, lisas o provistas
de una o varias proyecciones puntiagudas en su parte api
cal, de hasta 5 um, de longitud. Con collarete.

Esporangiosporas globosas, un poco elipsoides

o con forma irregular, de (5) 7 a 8 (12) um. de didmetro.
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Colonias que alcanzan un desarrollo variable,
generalmente con césped miceliar de altura inferior a 10
o 20 mm., de color gris-marrdn.

Esporangidforos ramificados monopodial y simpo
dialments.

Esporangios en principio hialinos que luego a-
doptan tonalidades oscuras (gris-pardo), brillanteé, de /
hasta 80-90 pm de didmetro, con paredes incrustadas que /
se rompen en la madurez.

Columelas variables: obovoides, elipsoidales o
piriformes, usualmente con base truncada, de hasta 60 x /
40 pm.,, raramente mayores, con collarete.

Esporangiosporas ampliamente elipsocidales a /
subglobosas, segldn facies, lisas, de 5 a 8 (10) x 4 a 7 /
um,

Clamidosporas tipicamente abundantes en las hi
fas adreas y en los esporangidéforos, con forma variable /

aunque predominando la forma de barril.







Las especies de este género crecen con extre-
mada rapidez en la mayor{a de los medios de cultivo, ex-
pandiéndose ampliamente por medio de estolones.

Presentan esporangiéforos aislados o mds fre-
cuentemente en grupos, formados sobre estolones en los /
puntos de unidén de los rizoides y opuestos a ellos, no /
ramificados, ocasionalmente divididos cerca del 4pice y
que portan esporangios terminales que contienen gran can
tidad de esporas.

Esporangios globosos, con apéfisis en forma /
de embudo. Inicialmente hialinos o blancos, se tornan ng
gros en la madurez,

Columelas claramente perceptibles, de formas

variables,

£l género Rhizopus difiere de Mucor y Phycomy

ces por tener estolones y rizoides. Puede separarse de /

Actinomucor por sus esporangios oscuros sobre esporangigd
fores no ramificados, que surgen generalmente de estolo-
nes bien desarrollados con rizoides claramente distingui
bles. Asimismo, se diferencia de Absidia por sus esporan
. Id . « /7

glos generalmente esfericos sobre esporangioforos no ra-
mificados opuestos a los rizoides.

Seqln Cole y Cox (1.981), se han aislado di--—

varsas micotoxinas a partir de especies de este género:
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B y fumigaclavina B.

Las cepas de Rhizopus que hemos aislado e i--
dentificado en nusstro estudio pertemecen a las especies

Rh. stolonifer y Rh. oryzae.




Colonias blanquecinas que se vuslven gradual-
mente grisdceas al madurar los esporangios.

Esporangiéforos sobre estolones, de 1,5 a 2 /
mm, de longitud, con hinchamientos locales, solitarios o
agregados en pequefios grupos, opuestos a rizoides de to-
nos marrones,

Esporangios negro—griséceoé, de hasta 240 um.
de didmetro, con coclumela elipsoidal o con base truncada,
usualmente de tamafio inferior a 130 um, de altura.

Esporangiosporas semejantes a las de Rh, sto-

lonifer, aunque de tamafio algo inferior.







Especie de distribucidn universal que se desa
rrolla con gran rapidez esn casi todos los medios de cul-
tivo; sin embargo, crece pobremente sobre Agaf Solucidn
de Czapek.

Forma colonias blanquecinas, con micelio ag——
reo estéril y gran desarrollo de estolones, QUe invaden
por completo los tubos o placas de cultivo en 3-5 dias a
25° C.

Esporangiéforos erectos sobre los sstolones,
de hasta 2 mm. (o incluso mds) de longitud, marrones, /
dispuestos en grupos de 1 a 3 (ocasionalmente mds) y o—-
puestos a rizoides pardos bien desarrollados, incluso [/
con ramificacidn secundaria,

Esporangios inicialmente blancos, que se vuel
ven negruzcos al madurar, esféricos, por lo general de /
tamafio inferior a 275 pm. de didmetro, con columela cdni
ca a hemisférica que, después de la dehiscencia del espo
rangio, forma por colapso un drgano semejante al pileo /
de una seta, usualmente de altura inferior a 140 mm., T2
ramente mayores,

Esporangiosporas globosas a elipscidales, an-—
gulares, generalmente de 10 a 13 (15) um. de longitud en

su eje mayor, claramente estriadas.
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Rhizopus

stolonifer (Ehrenb.) Lind.



Este género incluye una sola especis, aislada
también en nuestro estudio: S. racemosum,

Se caracteriza por dar lugar a colonias con /
césped miceliar inicialmente blanco que rdpidamente pasa
a gris oscuro, al madurar las estructuras reproductoras,
de hasta 1 cm. de altura (usualmente menos).

Esporangilforos inicialmente simples, mds taz
de ramificados, con ramas secundarias generalmente cor--
tas, En cualquier caso, finalizan en un dpice globular /
que se cubre por merosporangios. Estos merosporangios /
constituyen el cardcter distintivo del género, y son es-—
porangios tubulares radiados desde el engrosamiento vesi
cular. Las cabezas fructiferas asi constituidas se =2sene

=l
—

Jan, a pequefio aumento, a las de ciertos Asperocillus.

£sporas nacidas en hilera dentro de los meros
porangios, de 2 a 5 wm. de didmetro, globosas a irregula

res.,







Incluye a hongos con micelioc septadoc de los /
cuales no se conocen Fofmas sexuales o perfectas, por lo
que también se denomina a la Clase como Fungi Imperfecti.

Las esporas asexuales pueden ser producidas /
sobre las hifas, sobre conidiéforos o dentro de cusrpos
fructiferos, pero no dentro de los esporangios.

En esta Clase se distinguen cuatro Ordenss:

0., Sphaeropsidales.

0. Melanconiales.

0. Monilialses,

0. Mycelia Sterilia,

Los géneros y especies aisladaos en el presen-—
te trabajo, se incluyen dentro de los Ordenes Sphaeropsi

dales, Melanconiales o Moniliales.




Se caracteriza fundamentalmente porque las es
poras se producen dentro de cavidades de forma esférica
o variable, denominadas pienidios, que pueden estar ce--
rradas o presentar un poro u ostiolo,

Entre los hongos pertenecientes a este Orden,

hemos aislado el género Phoma.

PHOMA, -

Género caracterizado par presentar hifas a me
nudo oscuras y picnidios ostioladaes, glabros al menos al
rededor del poro, con células espordgenas hialinas y es-
poras hialinas, generalmente unicelulares, con base re—-—
dondeada, alargadas a ovales.

Seqgin Cole y Cox (1.981), en este género se /
han encontrado especies micotoxigénicas, habiéndose ais-
lado a partir de ellas: citocalasinas A y 6, protofomina,
deoxafomina, proxifomina, terreina, ac. tenuazoico, 4&c.

secaldnico A y emodina.




Phoma sp. Sacc.



Se caracteriza fundamentalmente porque las es
poras se producen sobre una capa discoide o aplariada de
conidiéforos o cédlulas en acérvulo.

Entre los hongos pertenecientes a este Orden,

hemos aislado la especis Epicoccum purpurascens.

EPICOCCUM, -
Género caracterizado por incluir micromicetos
que producen acérvulos pequefios y dictiosporas.

La especie aislada, E. purpurascens, presenta

conidiéforos muy cortos sobre racimos apretados de hifas,
dando en ocasiones la apariencia de que los conidios es-
tdn sésiles sobre las hifas. Las esporas son dictiospo—-
ras, esféricas, verrugosas, generalmente aisladas, de to

nalidades oscuras (marrdn a marrdn rojizo),




Epicoccum purpurascens

Ehrenberg
ex Schlecht.



En el 0. Moniliales se incluyen todas las for
mas de deuteromicetos en las que los conididforos no se
localizan en el interior de un picnidio (O. Sphaeropsida
les) o sobre un acérvulo (0. Melanconiales), aunque pre-
sentan otras formas particulares de reproduccidn, a dife
rencia de aquellos hongos en los que no se conocen tales
formas, que producen micelio y, en algunos casos, escle-
rocios, pero no verdaderas estructuras reproductoras o /
conidios (0. Mycelia Sterilia).

Entre los géneros incluidos en el 0. Monilia-
les hemos aislado e identificado en nuestro estudio espg

cies pertenecientes a: Acremonium, Alternaria, Aspergi--—

llus, Aureobasidium, Cephaliophora, Cladosporium, Fusa—-

rium, Paecilomyces, Penicillium, Scopulariopsis, Stemphy

lium, Trichoderma y Trichotecium,.




Colonias generalmente blancas a rosadas, flo-
cosas. Hifas delgadas qﬁe habitualmente dan lugar a es—-
tructuras en forma de trenza,

Conididéforos ausentes., Las células espordge—-—
nas son fidlides que surgen directamente y aisladas des=-
de las hifas vagetativas o desde trenzas de hifas, Fidli
des ahusadas hacia el d4pice, genesralmente largas, que /
producen fialosporas nacidas en sucesidn basipétala, hia
linas, globosas a ovoides o cortamente cilindricas, no /
septadas. Las fialosporas se agrupan en masas que adop—-—
tan la forma de esferas en el dpice de las fidlides, o /
mds raramente en cadenas sumamente frdgiles.

Cole y Cox (1,981) citan el aislamiento de /

sustancias conceptuadas como micotoxinas a partir de cul

tivos de Acremonium, como por ejemplo la cosporeina (= i

soosporina = chaetomidina).




Acremonium sp.  Link



Colonias de aspecto muy variable, generalmente
adoptando tonalidades oscuras, que crecen extensamente sg
bre los medios de cultivo.

Conidiéforos oscuros, septados, simples‘o rami
ficados, que portan conidios en el 3pice.

Las especies de Alternaria se caracterizan por

la produccidn de dictiosporas, conidios obclavados, redon
deados en la base, a menudo con una_célula apical alarga-
da, con septos transversales y longitudinales (murifor—--—-
mes), oscuramente pigmentadas, lisas, egquinuladas o verru
gosas, solitarias o mds frecuentemente producidas en suce
sién acropétala para formar cadenas simples o ramificadas.

Joly (1,964) agrupa las especies de Alternaria

en tres Secciones: Claroseminae, Brunneoseminae y Rigidae.

Las cepas de Alternaria que hemos aislado e i-

dentificado en 8l presente estudic pertenecen a las espe-

cies: A. chartarum, A. tenuis y A. tenuissima.




Perteneciente a la Seccidn Brunnesoseminae, A.
chartarum se caracteriza por tener esporas de color ma--
rfén, verrucosas, aquinuladas o casi lisas, mds ventru—-—
das que las de A. tenuis, y provistas de un estrechamien
to apical marcado sn las esporas que han dado origen a /
una cadena; estan, pues, prolongadgs por un dpice simple,
ramificado o geniculadao, que sustan£a espaoras alterna——
rioides y esporas globosas mezcladas, sequn la longitud
de las cadsnas hijas.

Se la distingue fécilmente de A. consortiale

por sus proporciones siempre elevadas de esporas alterna
rioides. Por otra parte, la importancia de las ramifica-
ciones entrafia la existencia de proporciones relativamen
te elevadas (40 al 60 %) de esporas globosas, situadas /
en el extremo de las cadenas. Es éste un cardcter que /

permite distinguir fdcilmente A. chartarum de A. tenuis

en preparaciones microscdpicas en las que las cadenas de

esporas estdn disociadas.







Perteneciente a la Seccidn Brunneoseminae, se
caracteriza por la existencia de esporas agrupadas en ca
denas muy poco ramificadas. Como consecuencia, y debido
a que cada dpice no engendra an general mds que una espg
ra, resultan largas cadenas rectas, sin ramificar, que /
contienen proporciones bajas de esporas terminales globg
sas y sin prolongacidn apical (20 al 4G % de los aisla--
mientos).

Dictiosporas de color marrdén, lisas a verrugo
sas, con apice simple.

Cole y Cox (1.981) han recopilado las sustan-—
cias conceptuadas como micotoxinas producidas por A. te-

nuis: alternariol, alternariol monometil éter, altenui--

sol, altenusna, altenusina, dehidroaltenusina, altertoxi

nas I y II, 4c. tenuazoico.







Perteneciente a la Seccidén Claroseminae, se /
caracteriza por presentar conidiéforos de color claro, /
marrén amarillento, al igual que las esporas.

A partir del conidiéforo pueden originarse [/
una o varias cadenas de esporas, persistiendo las marcas
de los lugares de origen como claras cicatrices, tanto /
en el conidiéforo como en las sucesivas esporas origina-
das.

Dictiosporas semejantes a las de A. tenuis, /
lisas o finamente verrugosas, aunque de tonalidad mds /
clara.

A. tenuissima se ha citado como productora de

4c. tenuazoico (Cole y Cox, 1,981).




Alternaria tenuissima (Fr.) Wiltshire



Caracteriza a este género la presencia de co-
nidiéforos simples, erectos, con un hinchamiento o vesi-
cula apical que porta las células esporlgenas, fidlides,
que producen conidios en forma de largas cadenas secas,

Frecuentemante, los conidiéforos se originan
a partir de una célula de pié bien desarrollada. La vesi
cula apical puede adoptar formas diversas (esférica, he-
miesférica, oval, alargada, clavada), y sobre ella se /
sustentan, bien directamente, bien sobre métulas, fidli-
des con forma de botella, ahusadas hacia el 4pice, que,
a su vez, originan fialosporas hialinas a oscuramente /
pigmentadas, globosas a elipticas, lisas, rugosas, espi-
nosas O verrugosas.

Se trata de un género muy numeroso en especies
y muchas de ellas estdn conceptuadas como productoras de
micotoxinas,

En el presente estudioc hemos aislado las si--

guientes especies: A. amstelodami, A. awamori, A. candi-

dus, A. clavatus, A, &hevalieri, A, ficuum, A. flavus, /

A. flavus var, columnaris, A. fumigatus, A. melleus, A.

nidulans, A. nidulans var. latus, A. niger, A. ochraeeus,

A. oryzae, A. oryzae var. effusus, A. parasiticus, A. /

phoenicis, A. repens, A. sydowi, A. tamarii, A. unquis,

A. ustus, A. versicolor y A. wentii.

—




Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek de creg
cimiento restringido, que alcanza alrededor de 3 cm. de
didmetro en 14 d. a 25° C., planas o arrugadas, por lo /
general de color amarillo (al ser colonias predominante—
mente cleistoteciales) a verde-amarillo (al mezclarse /
cabezas conidiales, cleistotecios e hifas estériles). Re
verso incoloro a amarillento, volviéndose oscuro con la
edad.‘

Colaonias sobre Agar Solucidn de Czapek 20 % /
Sacarosa mds extendidas y de mds rdpido crecimiento, al-
canzando didmetros superiores a 6-8 cm. en 14 d. a 25° ¢.
Color amarilloc intenso, debido a la gran abundancia de /
cleistotecios que forman una capa densa saobre la superfi
cie del agar.

Ascosporas convexas, de superficies rugosas,
sin crestas perc con un prominente surco en forma de V /
flanqueado por rebordes irregqulares.

Cabezas conidiales radiadas, uniseriadas, que
portan conidios equinulados.

A. amstelodami ha sido citado como productor

de micotoxinas tales como: equinulina, preequinulina, /
necequinulinas A, B, C, D y E, criptoequinulina A, (Cole

y Cox, 1,981).
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Aspergillus amstelodami (Mangin } Thom et Church



Colonias de crecimiento rdpido sobre Agar So=-
lucidn de Czapek, con micelioc basal generalménte blanco
o amarillo. Cabezas conidiales abundantes que adquieren
rdpidamente tonalidades marrdn-rojizas. Reverso de la co
lonia en tonos similares.

Conididforos erectos, usualmente entre 1.0 y
1.5 mﬁ. de longitud, lisos,

Vesiculas globosas o casi, de tamafio variable,
habitualmente entre 25 y 50 um. de didmetro, aunque pue-
den alcanzar hasta 80 pm. de didmetro.

Cabezas biseriadas, con métulas de 10 a 20 /
(40) pm., de longitud y fidlides de 5 a 10 um.

Conidios entre 4 y 4,5 pm de didmetro, aunque
oscilando entre 3.5 y 5 um, desde casi lisos a muy rugo-
s0os, equinulados o con protuberancias coloreadas de has-
ta 1 pm, de longitud.

A. awamori ha sido citado como productor de

malformina A malformina B y dc. kojico, sustancias con

l’

ceptuadas como micotoxinas (Cole y Cox, 1,981).
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~ Aspergillus awamori Nakazawa



Colonias de crecimiento lento sobre Agar Solu
cién de Czapek (2-3 cm. de didmetro en 14 d. a 25° C.),
con cabezas conidiales persistentemente blancas o adqui-
riendo tonos que oscilam del crema al amarillento con la
edad. Reverso incoloro a débilmente amarillento o rosado.

Conididforos lisos, incoloros.

Vesiculas globosas, fértiles sobre tada su su
perficie, con un didmetro de 10 a 40 pm.

Cabezas conidiales biseriadas, con métulas de
5 a 15 (30) pm. de longitud, cuneiformes, y fidlides de
5 a 8 pm. de longitud.

Conidios globosos, de 2.5 a 4 um. de didmetro.

£n algunas cepas existen esclerocios, de co=-
lor crema cuando jdvenes, que se vuelven pdrpuras a ne=—-
gros cuando maduran,

Segln datos recopilados por Cole y Cox, A, /
candidus es capaz de producir micotoxinas como citrinina

y dc. kojico. (1.981).




Aspergillys candidus Link



Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek que al
canzan un didmetro de 3 a 3.5 cm. en 14 d. a 25° C., /
fuertemente esporuladas. Cabezas conidiales grandes, cla
vadas, en tonos azul-verde a gris—azul-verde, uniseria--—
das.

Conididforos de 1.5 a 3 mm. de longitud, li—-
sos, incoloros,.

Vesiculas clavadas, de 200 a 250 pm. de longi
tud por 40 a 60 Hm., o mds, de anchura,

Fidlides de 2.5 a 3.5 pm. en la base de la ve
sicula y 7 a 10 pm. en su parte apical.

Conidios elipticos, lisos, de 3 a 3.5 Mm., O
mayores.

A. clavatus ha sido citado repetidamente como
productor de micotoxinas. Sequdn datos de Cole y Cox ( /
1.,981), es capaz de producir: citocalasina E, triptoqui-
valina, nortriptoquivalina, deoxitriptoquivalina, deoxi-
nortriptoquivalina, nortriptoquivalona, deoxinortripto-—--

quivalona, ascladiol, &c. kojico y patulina.
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Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek de cre
cimiento restringido (alrededor de 3 cm. de didmetro en
14 d. a 25° C), de color verde grisdceo en las 4dreas cen
trales debido al desarrollo de las cabezas conidiales. /
Reverso amarillo anaranjado a marrén. -

Cabezas conidiales abupdantes, radiadas.

Conididéforos Finalizadgs en un apice vesicu—-—
lar de 20-35 um. de didmetro, que sustentan una sola se-
rie de fidlides de 5 a 7 pm. de longitud.

Conidios ovales a elipticos, espinosos, usual
mente de unas 5 um, de didmetro mayor.

Cleistotecios amarillos, subglobosos.

Ascas de 9-10 um. de didmetro.

Ascosporas lenticulares de 4.5 a 5.5 um., ds /
didmetrc, con crestas ecuatoriales delgadas y flexuosas
que les confieren aspecto de polea. Lisas a2 ligeramente
rugosas.

Sobre Agar Solucidn de Czapek 20 % Sacarosa,
las colonias crecen mds rdpidamente, mostrando una capa
continua de abundantes cleistotecios amarillos.

Seglin datos recopilados por Cole y Cox (1.981)

A. chevalieri es capaz de producir equinulina, preequiny

lina y gliotoxina, sustancias conceptuadas como micotoxi

nas.,



Aspergillus chevalieri {Mangin) Thom et Church,



Colonias que se esparcen répidamente sobre A=-
gar Solucidén de Czapek, hasta superar los 4-5 cm, de dié
metro en 14 d. a 25° C, densamente cubiertas por estruc-
turas conidiales en tonos marrdn-pdrpura muy oscuro, que
en masa parecen de color negro a simple vista,

Conididforos generalmente pigmentados en to--
nos de marrdn, de paredes gruesas (2 a 4 um.,) y 1.0 a /
1.5 mm, de longitud por 15 a 25 pm. de anchura, que se /
reduce justo debajo de la vesicula a 10-15 um,

Vesiculas globosas de 45 a 55 um. de didmetro,
aunque pueden ascilar entre 25 y 80 um., fértiles sobre
toda su superficie.

Cabezas biseriadas, con métulas de (10) 20 a
40 (75) pm. de longitud, pigmentadas en tonos marrén-ro-
jizc, y fidlides de 7 a 10 Hm. de longitud.

Conidios globosos, rugosos, que en la madurez
se vuelven estriados, de 3.5 a 4 pm. de didmetro.

A partir de cultivos de A. ficuum se han ais-
lado ciertas sustancias que se han conceptuado como micg

toxinas: malformina Al y malformina 8 (Cole y Cox, 1.981)







—

Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek que /
crecen con rapidez variable, alcanzando entre 3 y 6 cm,
de ¢i<metro en 14 d. a 25° C. Usualmente portan abundan-
tes estructuras conidiales que, en principio, son de co-
lor amarillo y, finalmente, adquieren un color verde in-
tenso, permaneciendo asi en la madurez de los conidios.
Reverso generalmente incoloro a tonos rosados, y marrén-
rojizo oscuro en las cepas con gran cantidad de esclero-
cios. Estos aparecen en muchas cepas, y son globosos a /
subglobosos, variando de color desde el marrdn rojizo os
curo a casi negros.

Cabezas conidiales radiadas.

Conididforos incecloros, de parsd gruesa, suma
mente rugosos.

Vesiculas alargadas cuando jévenss, que mds /
tarde se vuelven subglobosas a globosas, de hasta 70 um,
da didmetro mayor.

Cabezas conidiales uniseriadas o biseriadas.
Métulas y fidlides frecuentemente hinchadas, de dimensio
nes variables,

Conidios globosos, equinulados, de 3 a 6 Hm.
de didmetro, aunque usualmente miden entre 3.5 vy 4.5 pm.
a veces elipticos en el momento de su formacidn.

A. flavus es una de las especies de Aspergi--



toxinas. Segln datos recopilados por Cole y Cox (1.981),
entre las sustancias de este tipo aisladas a partir de /

cultivos de A. flavus, podemos citar: Aflatoxinas Bl’ 82’

G,y G,, M, m_, B, , G, , parasiticol (= aflatoxina 83),

1’ 27 1 2’ “2a 2a

esterigmatocistina, O-metilesterigmatocistina, dihidro——
O-metilesterigmatocistina, versiconal hemiacetal acetato,
aflatrem, 4c. ciclopiazdnico, &c. f-nitropropidénico, 4&c.

s e . Vd g .
kd jico, aspertoxina, ac, aspergillico.




Aspergillus flavus Link



Presenta caracteristicas andlogas a las ya /
descritas para A. flavus, del que difiere principalmente
en la presencia constante, sobre Agar Solucidn de Czapek,
de cabezas conidiales predominantemente coclumnares, casi
enteramente uniseriadas. Los conidiéforos, por Gltimao, /
suelen ser algo menos rugosos que los observados en A, /

flavus,




Aspergillus flavus Link var. columnaris
Raper et Fennell



Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek de cre
cimiento rédpido, extendiéndose précticamente por toda la
superficie del agar en 14 d. a 25° C. Estructuras coni--
diales en gran ndmero, distinguiéndose cabezas conidia——
les columnares de color verde oscuro, uniseriadas.

Conididéforos cortos (menores de 500 um. de /
longitud), liscs, de 5 a 9 Mm, de anchura, por lo gene--—
ral coloreados de verde, especialmente en su parte supe-
rior, engrosada en una vesicula terminal de 20 a 30 Mm.
de didmetro, a menudo coloreada como los conididéfoaros.

Fidlides apretadas que recubren practicamente
la totalidad de la vesicula, coloreadas también de verde,
de (5) 6 a 8 (10) pm. de longitud.

Conidios globosos, equinulados, de é.S a 3.5
pm. de didmetro.

Ademds de su potencial poder patdgeno, A. fu-
migatus es una especie ampliamente reconocida como pro-—--—
ductora de micotoxinas., En datos recopilados por Cole y
Cox (1.981), se atribuye a esta especie la capacidad de
producir: fumitremorginas A, B y C, verruculdgsno, toxi-
na TR-2, triptoquivalinas €, F, G, H, I, J, L, my N, /
nortriptoquivalina, fumigaclavinas A, B y C, gliotoxina,
dc, kéjico, fumigatina, espinulosina, dc. helvélico y fu

'magillina.



Aspergillus fumigatus Fresenius



Colonias que sobre Agar Solucidn de Czapek al
canzan un didmetro de alrededor de 3.5 cm. en 14 d, a /
250 C, con cabezas conidiales en tonos crema-amarillento,
ante u ocre. Reverso en tonos rosado-rojizos.

La mayoria de las cepas producen esclerocios
blanquecinos a color ocre o marrdn, generalmente abundan
tes y de pequefio tamafio (400 a 500 pm.).

Conididforos rugosos, pigmgntadps en tonos de
amarilla.

Vesiculas globosas, fértiles sobre toda su su
perficie, biseriadas, con métulas de hasta 20 pm. de lon
gitud y fidlides de 9 a 12 um. de longitud.

Conidios subglobosos, de hasta 3.5 pm. de did
metrao, lisos a levemente rugosos o suavemente espinosos.,

Sequn datos recopilados por Cole y Cox (1.981)
A, melleus es capaz de producir diversas micotoxinas: o-
cratoxina A, melleina, 4c., penicilico, xantomegnina, vig

melleina, rubrosulfina, viopurpurina.
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Aspergillus  melleys Yukawa



Colonias sobre Agar Solucidén de Czapek que al
canzan extensiones superiores a los 4 cm. de didmetro en
14 d. a 25O C, de color variable (verde a crema o amari-
1lo), segln la presencia de cabezas conidiales (verdes),
micelio estéril (crema o pardo) o cleistotecios (amari--
llos)., Reverso en tonos rojo a pdrpura, tonalidades que
se extienden por el agar circundante volviéndose mds in-
tensas y oscuras con la edad del cultiva.

Cabezas conidiales tipicamente formando cor--
tas columnas de color verde.

Conididforos pigmentados en tonos canela a /
violeta claro, lisos, cortaos (en qeneral, no superan las
180 pm. de longitud, y en muchos casos no alcanzan las /
100 pm.), con células de pié claramente distinquibles.

Vesiculas apicales de 8 a 12 um. de didmetro.

Cabezas biseriadas, con métulas y fidlides de
longitudes semejantes: 5 a 8 pm.

Conidios globosos, de 2.5 a 4 um. de diametro,
levemente rugosos.

Cleistotecios que en ocasiones pueden ta:dar
entre 15 y 30 dias en aparecer y madurar en los cultivos,
generalmente de color amarillo.

Ascas de alrededor de 11 pm. de didmetro ma--

yor, que contienen 8 ascosporas.



tas ecuatoriales que no exceden de 2 um. de anchura (en-
tre 0.5 y 1.5 pm.) y de superficie lisa. El cuerpo de /
las ascosporas alcanza entre 4 y 5 um, de didmetro.

A. nidulans bha sido citado como productor de
diversas micotoxinas (Cole y Cox, 1.981): esterigmatocis

tina, nidurufina, 4c. kdjico.







De caracteristicas muy prdéximas a A. nidulans,
se distinque de 8l por la presencia de ascosporas de co-
lor rojo-pdrpura, lenticulares, con craestas ecuatoriales
de anchura superior a l.4 pm (aunqus sin exceder de 2),
estriadas, que les confieren una particular apariencia.

Cleistotecios rodeados por espesas masas de /
células de Hiille, qrandes, globosas, de pared sumamente
gruesa,

La reproduccién asexual aparece con menor in-
tensidad que en los cultivos de A, nidulans, con un me--—
nor nUmero de cabezas conidiales, anélogas, por otra par
te, a las descritas para A. nidulans. Conidios algo méds

rugosos e incluso levemente espinosos.




Aspergillus nidulans (Eidam) Wint. var. latus Thom et Raper



Colonias sobre Agar Solucidén de Czapek alcan-
zando un didmetro de hasta 3-3.5 cm. en 14 d. a 25° C /
(crecen, pues, mds restringidamente que A. ficuum). Mice
lio basal blanco o amarillo claro. Reverso incoloroc a /
suavemente amarillo. Estructuras reproductoras numeraosas
gue cubren por completo la superficie de la colonia.

Cabezas conidiales de color negro cabén a sim
ple vista, en ocasiones negro-rojizo, radiadas, globosas.
Frecuentemente, las cabezas cunidiales se escinden con /
la edad en columnas bien definidas.

Conidiéforos que no exceden de 4 mm, de longi
tud, lisos, de paredes gruesas (hasta de 2.5 pm. de espe
sor), incoloros o tefiidos de marrdn-rojizo, preferente—-—
mente en su parte superior.

Vesiculas globosas, usualmente de 50 a 65 um.
de didmetro, que sustentan métulas de longitud variable
seqlin el tamafio de la cabeza (entre 25 y 45 mm., general
mente). Fidlides de 8 a 10 pm, de longitud.

Conidios globosos en la madurez, de 4 a 5 um,
de didmetro, irregularmente rugosos, con conspicuos re—-
bordes y equinulaciones no dispuestos ccmo estrias longi
tudinales (a diferencia de A. phaenicis).

A. niger ha sido citadc como productor de ni-

gragillina y malforminas Ap» Ays By C (Cole v Cox,1,981).






Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek que al
canzan un didmetro de 3 a 4 cm. en 14 d. a 25° C, planas,
mds o menos zonadas en circulos concéntricos. Estructu—-—
ras conidiales abundantes, esn tonos crema-amarillentao, /
ante u ocre. Reverso de la colonia en tonos marrones mas
o menos oscuros a pdrpura-rojizo.

La mayorfa de las cepas producen esclerocios
dispersos, desarrollados tardiamente, globosos a ovales,
de tamafio comprendido entre 500 y 1000 pgm., en tonos ro-
sa a pdrpura-vindceo cuando maduran.

Conididéforos por lo general de hasta 1,5 mm,
de longitud por 12-14 um. de anchura, coloreados de ama-
rillo oscuro a tonos marrdn, intensamente rugosos a ve——
rrugosos.,

Vesiculas globosas, generalmente de unas 40 /
pm, de didmetro.

Cabezas conidiales biseriadas, con métulas de
13 a 15 pm. y fidlides de 8 a 10 um. de longitud,

Conidios subglobosos, de 2.5 a 3.0 um., de did
metro en su mayoria, rugosos o levemente espinosos.

A. ochraceus es una especie reconocida como /
productora de un gran ndmero de micotoxinas (Cole y Cox,
1.981): melleina, 4-hidroximelleina, ocratoxinas A, B y
C (=etil éster A), 4c. penicilico, 4c. secaldnico A, emg

dina, xantomegnina, viomelleina.



Aspergillus ochraceus Wilhelm



Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek de cre
cimiento rdpido, alcanzando 5-6 cm, de didmetro, o mds,
en 14 d. a 250 C. Estructuras conidiales abundantes, en
tonos amarillo-verdosos cuanda jévenes que tipicamente /
cambian a tonos de marrdn claro o intenso con la edad [/
del cultivo, Reverso de las colonias incoloro.

Cabezas conidiales radiadas.

Conidiéforos largos (hasta de 5 mm. de longi-
tud) que surgen del micelio sumergido, bastante mds an=—-—
chos debajo de la vesicula gue en la base, de paredes ry
gosas.

Vesiculas globosas, usualmente de hasta 40 pm,
de didmetro, en ocasiones mayores, que sustentan general
mente una sola serie de fidlides de 8-10 mm. de longitud.
Algunas cepas presentan también cabezas conidiales bise-
riadas, con vesiculas mayores (hasta 50-60 um.) que sus-
tentan métulas de aproximadamente 15 pm. de longitud y /
fidlides de 8-10 pum.

Conidios grandes, la mayoria entre 4 y 5.5 M.
de didmetro, pero pudiendo observarse conidios de hasta
8~10 mum., inicialmente elipticos, luego globosos a sSub==
globosos, lisos a irregularmente rugosos, segdn cepas.

A. oryzae ha sido citado como productor de éac.

P-nitropropidnico y 4c. kéjico (Cole y Cox, 1,981).



Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn

Uniseriado



(Ahlb.) Cohn

oryzae



Las caracteristicas de esta variedad son en /
general andlogas a las de A. oryzae, del que se distin——
gue por su crecimiento sumamente flccoso sobre Agar Solu
cién de Czapek, y la aparicidn de conididéforos nacidos /
em gran ndmero como cortas ramas de las hifas aéreas, /
con vesiculas relativamente pequefias (hasta 35-40 um.) /
que sustentan por lo general una sola serie de fidlides.

Conidios globosos, usualmente de 3.5 a 5.5 um.

lisos o casi.




Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn var effusus (Tira.) Ohara



Colonias que alcanzan, sobre Agar Solucidn de
Czapek, hasta 3-5 cm. de didmetro en 14 d. a 25° C, fuer-
temente esporuladas, con cabezas conidiales en tonos ama-
rillo a verde amarillento cuando jévenes, conservando el
color verde en la madurez del cultivo y no eambiando a ma

rrén (a semejanza de A. flavus y a diferencia de A. ory—-

zae).

Cabezas conidiales radiadas.

Conidiéforos desde casi lisos a claramente ru-
goscs.

Vesiculas subglobosas, de 30 a 40 um. de didmg
tro, que sustentan una sola serie de fidlides, de 8 a 10
pm. de longitud.

Conidios globosos, de 3.5 a 5 pm. de didmetra,
equinulados.

Mo se han descrito cepas con esclerocios,

Al igual que A. flavus, A, parasiticus es una

de las especies de Aspergillus mds ampliamente reconocida

como productora de micotoxinas. Segdn datos recopilados /
por Cole y Cox (1,981); entre las sustancias de este tipo

aisladas a partir de cultivos de A, parasiticus, podemos

B G G

citar: aflatoxinas B 22’ “2a’

1 B0 Byo Bor My Mpy B parz

siticol (=aflatoxina 83), esterigmatocistina, versicolori

na A, averufina, d4c., norsolorinico, versiconal hemiacetal

acetato, versiconol acetato, versiconol, dc., kéjico,



Aspergillus parasiticus Speare



Pertensciente al grupo del A. niger, esta es~
pecie da lugar, sobre Agar Solucidén de Czapek, a colo———
nias de crecimiento algo lento, semejante al de A. niger,
alcanzando 3 a 4 cm. de didmetra en 14 d. a 25° C, de co
lor neqro carbdn a simple vista, con abundantes estructu
ras conidiales gue recubren principalmente las zonas cen
trales.

Conididforos de longitud inferior a 4 mm. (ha
bitualmente menores de 2,5 mm.), de paredes gruesas y 1li
sas, Yy a menudo estrechados ligeramente justo debajo de
la vesicula.

Vesiculas globosas, generalmente de hasta 60
pm. de didmetro, que sustentan métulas y fidlides.

Métulas de tamafo variable, usualmente de has
ta 40-50 um. de lecngitud; en ocasiones, aparecen métulas
septadas, pudiendo alcanzar longitudes superiores.

Fidlides de 7 a 11 pm. de longitud.

Conidios globosos, la mayoria entre 3 y 3,5 /
pm. de didmetro, con barras o estriaciones longitudina—-
les oscuramente coloreadas.

A. phoenicis ha sido citado como productor de

malforminas Al y B y nigragillina.




Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom



miento restringido,

cleistotecios.
To,

Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek de creci

coloreadas de verde y amarillo,
a la existencia simultdnea de estructuras conidiales y de

debido
Reverso en tanos amarillento a marrdn oscu-—

Sobre Agar Solucidn de Czapek 20 % Sacarosa,

las colonias crecen mds rdpidamente y se extienden alcan—-

of
’ 0
zando un diametro de hasta 6 cm, 8an 14 d. a 25 C, alter=-—
jado a marrdn oscuro.

/
nando igualmente dreas conidiales de color verde con 4reas
cleistoteciales de color amarillo. Reverso amarillo-anaran
Cabezas caonidiales grandes, radiadas a suelta—-
mente columnares, nacidas sobre la capa superficial de - /
cleistotecios e hifas envolventes.
Conididéforcs lisos.

Vesiculas alargadas a hemisféricas, de 20 a 30
12 pm. de longitud.

pm. de didmetro, que sustentan Unicamente fidlides de 7 a
didmetro mayor, espinosos,

Conidios ovales a globosos, de 5 a 10 um. de /

Cleistotecios muy numerosos,

Ascas subglobosas, de 10 a 14 um. de didmetro.

trezas del surco ecuatorial.

Ascosporas lenticulares, de 4 a 6 pam., sin re-——
bordes, crestas ecuatoriales ni surco, o mostrando apenas



- Aspergillus repens De Bary



Perteneciente al grupo del A. versicolor, A. sy

dowi es una especie prdéxima a la especie que da nombre al
grupo, del que se distingue principalmente por la presen—-—
cia de cabezas conidiales siempre de color azul-verde cuan
do jévenes, con la tonalidad azul dominante en las dreas /
conidiales maduras. Reverso de las colonias en tonos de ro
jo a rojo-pldrpura muy oscuro, tonalidad que adquiere tam—-—
bién el agar circundante de las colonias.

Estructuras conidiales muy parecidas a las de /

A. versicolor, si bien suelen presentarse simultdneamente

(a diferencia de lo que ocurre con la sspecie citada) cabe
zas conidiales grandes nacidas desde el sustrato y peque——
flas cabezas, como pequefios racimos de métulas y fidlides,
nacidas como ramas laterales de hifas agreas.

Por otra parte, los conidios de A., sydowi sue-—-—
len ser levemente mayores (entre 2,5 y 3.5 pm, de didme~—-

tro) que los de A. versicolor., y sumamente esginosos.




Thom et Church

)

Bain

\spergillus - sydowi |



Pertensciente al grupo del A. flavus, esta espe
cie se caracteriza por presentar sobre Agar Solucidn de /
Czapek colonias de crecimiento rdpido, que se extienden /
hasta 5-6 cm. de didmetrc en 14 d. a 25° C, presentando ca
bezas conidiales inicialmente en tonos verde—amarillo oscu
ro que cambian a verde-marrdn o marrdn con la edad del cul
tivo.

Cabezas conidiales radiadas, uniseriadas o, mds
frecuentemente, biseriadas,

Conididforos incoloros, de pared gruesa, verru-—
gosos.

Vesiculas subglobosas, de tamafio variable (gene
ralmente entre 20 y 45 um. de didmetro).

Métulas de hasta 15 um, de longitud.

Fidlides de hasta 11 um. de longitud.

Conidios eliptices a subgloboscs, con didmetros
que oscilan entre 4 y 8‘pm., verrugosos y con una doble pa
red claramente visible.

A. tamarii, en datos recopilados por Cole y Cox

(1,981), se cita como productor de dc. kdjico.







Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek que al
canzan un menar desarrollo que las de la especie tipo /
del arupo, A. nidulans, en tonos verde a verde—amarillen
to, que se oscurece con la edad hacia tonos pardos.

La caracteristica diferencial de la especie /
es la presencia de largas hifas espiculares estériles, /
dsperas e incrustadas, que surgen de células de pié al i
gual que los conididforos.

Por lo demds, las caracteristicas de la espe-
cie replican las de A. nidulans, si bien es muy rara la

aparicidn de cleistotecios en los cultivos de A. unguis.




Aspergillus unguis (Emile-Weil et Gaudin) Thom et Raper



Colonias de crecimiento rdpido sobre Agar Solu-
cidén de Czapek, que alcanzan alrededor de 4-5 cm., de didmg
tro en 14 d. a 25° C. Cabezas conidiales radiadas a suelta
mente columnares, en tonos gris-verdosoc a marrdn.

Conidiéforos lisos, erectos o algo sinuosos en
gcasiones.

Vesficulas subglobosas, de hasta 16 pum. de didme

_tro.

Cabezas conidiales biseriadas; métulas de 4-6 /
Mm. de longitud; fidlides de 5.5 a 7 pm. de longitud.

Conidios marrones, globoscs, generalmente de 4
a 5 Jm . de didmetrc, rugosos, espinosos e incluso verrugo-
scs, caon barras de color oscuro.

Células de HUlle frecuentemente présentes, alar
gadas a retorcidas.

Seqin datos recopilados por Cole y Cox (1.981),
A. ustus es capaz de producir diversas sustancias que se /
han conceptuado como micotoxinas: averufina, esterigmato—-—
cistina, deoxibrevianamida E, austamida, dc. kdjico, aust-

diol, austina.




Aspergillus ustus (Bainier) Thom et Church



Colonias sobre Agar Solucidn de Czapek alcanzan
do un didmetro de 3 a 3.5 cm. en 14 d. a 25° C, generalmen
te aterciopseladas, con cabezas conidiales de color varia—-
ble, verde amarillo claro, ante, amarillo anaranjado a, o-
casionalmentes, color carne o rosado. Reverso mostrando po-
co a poco diversas tonalidades que finalizan en el rojo /
plUrpura, pigmentacidn que también adquiere el medio de a——
gar que circunda a las colonias,

Cabezas conidiales radiadas, biseriadas.

Conididéforos de pared gruesa, lisos, ensancha-——
dos gradualmente hacia la zona de la vesicula apical,

Vesiculas hemiesféricas a levemente slipticas,
fértiles sobre la mayor parte de su superficie, de 11 a 16
Mn. de didmetro.

Mmétulas de 5 a 7 (8) um. de longitud.

Fidlides de 5 a 7 mam, de longitud.

Conidios globosos, de 2 a 3 um. de didmetro, es
pinosaos.

Células de HUlle globosas, de pared gruesa, se-

me jantes a las observadas en cultivos de A, nidulans.

Segin datos de Cole y Cox (1.981), A. versicolor

25 capaz de producir las siguientes micotoxinas: esterigma
tocistina, versicolorina A, B y C, dihidroesterigmatocisti

na, S5—metoxiesterigmatocistina, dihidrodemetilesterigmato-



lorinico, O-metilaversina, d4c. ciclopiazdnico, d4c., ciclo--

piazénico imina, 4c. bissecodehidrociclopiazdnicao.




Tiraboschi

)

Aspergillus versicolor (Vuill



Colonias con crecimiento lento saobre Agar Solu-
cién de Czapek, alcanzando un didmetro de 3 a 3.5 cm. en /
14 d. a 250 C, en tonos marrdén amarillento a marrdn oscuro
con la edad.

Cabezas conidiales grandes, radiadas, biseria——
das.

Conidiéforos muy largos, de incluso varios mili
metros de longitud por 15-20 um, de anchura, de paredes 1li
sas a muy levemente rugosas o granulares,

Vesiculas globosas, grandes, generalmente de 40
a 50 um, de didmetro, pero pudiendo ser mayores.

Métulas generalmente entre 15 y 20 mpm. de longi
tud.

Fidlides de 7 a 10 pa. de longitud.

Conidios marrones, globosos, usualmente entre 4
y 5 Hm. de didmetro, rugoscs a verrugosos, coabarras de co
lcr oscuro,.

A partir de cultivos de A. wentii se han aisla-
do diversas sustancias que se han conceptuado como micoto-

xinas: emodina, éc, p—nitropropiénico, dc. kéjico.







La especie aislada e identificada en el pre-—-—
sente estudio, A. pullulans, origina colonias en princi-
pio blanquecinas y viscosas, con cierta apariencia leva-
duriforme, que gradualmente se tornan de color oscuro, /
hasta negro, y consistencia coridcea.

Hifas vegetativas hialinas a oscuramente pig=-
mentadas.

Conidiéforos ausentes.

Conidios nacidos sabre hifas rastreras o so—-
bre cortos denticulos como esterigmas: se trata de blas-
tosporas, hialinas o pigmentadas, que dan lugar a seriss

secundarias y terciarias de blastosporas, por gemacidn.




Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud






La especie que hemos aislado, C. tropica, se
caracteriza por la presencia de conidios grandes, de pa-
red gruesa, septados, de color salmdén a naranja pdlido /
observados en masa, nacidos simultdneamente en forma ra-
diada desde una ampolla bulbosa, sobre denticulos.

Conidiéforos cortos o ausentes. La célula 85~
pordgena pueds ser sésil o nacer de un pedicelo delgado

mas 0 menos corto.




Colonias densamente aterciopeladas, poco exu-
berantes, de color verde intenso a verde grisdceo oscuro,
cocn reverso negro.

Micelio bien desarrollado, con hifas hialinas
de pared delgada y células alargadas que se vuelven ma=—
rrondceas, de pared gruesa y células cortas e hinchadas.

Estructuras de esporulacién muy frégiles, /
constituidas por conididéforos generalments largos, fre-—-—
cuentemente ramificados o en racimos, pigmentados, gene-
ralmente erectos, de pared gruesa, septados, a menudo /
mas o menos nudoso-geniculados en su parte distal, y que
producen cadenas ramificadas de blastosporas que dan lu-
gar a cabezas conidiales con apariencia de érbol.

Cabezas conidiales muy fragiles que se fraccio
nan prontamente en unidades, E£sta fragmentacidén en la ma
durez involucra frecuentemente a las ramas, dejando sdlc
mufiones desnudos de conididforos enteros.

Conidios producidos en sucesidn acropétala [/
por gemacién apical, subhialinos a marrén escuro, aisla-
dos 0 en cadenas simples a ramificadas, polimorfos, geng
ralmente uni o bicelulares, lisos a finamente verrugosos
o dsperos.

Las cepas de Cladosporium identificadas en es

te estudio son: Cl. cladosporiocides y Cl., herbarum.




Colonias planas sobre Agar fMalta, onduladas o
umbonadas, con una cantidad variable de micelio aéreo, u
sualmente cubierto por estructuras conidiales, algunas /
veces produciendo sinemas, Color verdoso de tonalidad va
riada. Reverso negro-olivdceo.

Conidiéforos sin hinchamientos que producen /
cabezas conidiales densamente ramificadas.

Conidios lisos, usualmente unicelulares aun--—
que también se observan numerosos conidios bicelulares y

polimorfos., Lisos a muy finamente espinosos.




Cladosporium  cladosporioides  Fresenius



Colonias de color gris a verde grisdceo o ver
de oscuro sobre Agar Malta, de aspecto polvorisnto, lo—-—
calmente sin micelio adéreo. Reverso negro azulado a ne—-—
gro verdaso.

Conidiéforos con hinchamientos en el lugar /
donde surgen las cabezas conidiales.

Cabezas conidiales usualmente menos ramifica-

das, de menor didmetro, gque Cl. cladosporioides, y caon /
menor nuUmeroc de conidios por cabeza conidial.
Conidios verrugosos, proporcionalmente mds /

gruesos que los de Cl. cladosporioides, y con mayor fre-

cuencia de conidios de dos o mds células.







Colonias sumamente variables, en general flo-
cosas, blanquecinas o pigmentadas en tonalidades claras,
frecusntemente rosdceas.

Los cuerpos fructiferos, cuando estdn presen-
tes, son esporodoquios; en muchas ocasiones faltan tales
cuerpos fructiferos y las células espordgenas surgen di-
rectamente de las hifas vegetativas o de los conidiéfo=——
ras.

Conididforos solitarios y simples o agregados
y con ramificaciones complejas.

Las células espordgenas son fidlides ahusadas
en su porcidn distal, a vaces con collarete apical.

Fialosporas frecuentemente de dos tipos: gran
des macrosporas con uno o varios septos, formando alarga
das fragmosporas, hialinas, cilindricas o curvadas, fre-
cuentemente con forma de barco, con una célula de pié /
bien marcada, y que confieren al género unc de sus carac
teres mds claramente distintivos; por otro lado, micros—
poras mds pequefias, no septadas o con un solo septo, cor
tamente cilindricas a ovoides, reunidas en cortas cade—-—
nas o mds comunmente en masas que adoptan formas esféri-
cas.

Fusarium es uno de los géneros de micromice-—-—

tos méds ampliamente reconocido como productor de micoto-



existe un amplio abanico de sustancias con accidn tdéxica
que se han aislado a partir de cultivos de diferentes es
pecies del género: toxina T-2, toxina HT-2, neosolaniol.
monoacetato, acetil T-2 toxina, 7o —-hidroxidiacetoxies=—-—
cirpenol, 7« ,8c —dilidroxidiacetoxiescirpenol, 4-aceto-
xiescirpenol, triacetoxiescirpenocl, nivalenol, deoxiniva
lenol (= toxina Rd = vomitoxina), deoxinivalenol monoace
tato, fusarenona X, nivalenol diacetato, tricotecolona,

moniliformina, butenolido, zearalenona, hidroxizearaleng

na.







Colonias de color variable (blanco, rosa, li-
la, pardo amarillento, ...), nunca verde, de textura /
suelta, flocosa o aterciopelada en casos.

El género Pascilomyces suele identificarse f&

cilmente por sus células espordgenas: fidlides aisladas,
en pares, verticilos o cabezas peniciladas, divergentes,
usualmente hinchadas en la base y anusadas gradualmente
hacia el 4pice hasta formar un tubo estrecho.

Las fidlides portan largas cadenas de esporas
ovoides a fusiformes, unicelulares, hialinas a oscuramen
te pigmentadas, lisas a rugosas.

La especie que hemos aislado e identificado /

en el presente estudio es P, varioti.

P. varioti.-

Colonias que varian de tonalidad entre pardo
padlido mate y pardo amarillento, de textura flocosa a fu
niculosa.

Las células conididgenas son fidlides con for
ma tipica de botella y porcidn apical sumamente estrecha
da en un largo cuello. Se presentan emergiendo en peque-
fios grupos de cordones de hifas o rsunidas en cabezas pe
niciladas. Dan origen a cadenas de esporas sumamente lar

gas y enmarafiadas., Conidios ovales a éelipticaos.



Bainier

varioti

Paecilomyces



Este género fué creado por Link en 1,809, in-
cluyédndose en &1 a aquellos mohos que produjeran estruc-
turas de esporulacidn asexual semejantes a pincelss.

Se caracteriza, pues, por la presencia de lar
gas cadenas de fialosporas nacidas a partir de fidlides,
sobre cabezas con forma de pincel (penicilos).

Conididéforos usualmente de sarrollados, méds o
menos erectos, sin ramificar o ramificados cerca del api
ce, dando lugar a la existencia de ramas divergentes o /
paralelas.

Las fidlides se sustentan, en grupos, bien di
rectamente en el dpice del canididéforo (maonoverticila——-
dos), bien sobre métulas gque surgen sobre las ramas pri-
marias o secundarias (biverticilados),

Fidlides tipicamente con forma de botella a /
lanceoladas, hialinas. >

Conidios hialinos a pigmentados, globosos, o-
voides, elipticos o cilindricos, lisos, rugosos o esping
saos,

Algunas especies producen esclerocios.

Se trata de un género muy numercso an especies
y muchas de sllas estdn conceptuadas como productoras de
micaotoxinas.

En el presente estudio hemos aislado las espe



pactum, P. citreo-virens, P. citrinum, P. corylophilum,

P. chrysogenum, P. expansum, P. freguentans, P. grancana

riae, P. griseo—-fulvum, P. janthinellum, P. jensenii, P.

mickzynskii, P. oxalicum, P, paxilli, P. purpurescens, /

P. raistrieckii, P. roqueforti, P. simplicissimum, P. /

steckii, P. velutinum, P. verrucosum var. corymbiferum,

P. verrucosum var., cyclopium, P. verrucosum var. melano-

chlorum, P. verrucosum var. verrucosum.




Incluida entre los Biverticillata-Simétrica,

serie del P. purpurogenum, esta especie presenta colo——

nias de crecimiento restringido (20 a 30 mm. de didme—=—-
tro) sobre Agar Solucién de Czapek, a los 14 d. a 25° C,
aterciopeladas, planas, con 4rea central levantada y 4--—
rea submarginal surcada radialmente, fuertemente esporu-
ladas en tonos azul-verds y cubiertas superficialmente /
por hifas incrustadas de cristales rojizos, lo que le /
confiere tal tonalidad a las colonias. Reverso en taonos
rojo-pdrpura. Exudado coloread&.

Microscdpicamente, entre sus caracteristicas
mds notorias destacan penicilos simétricos, apretadas, /
en abanico, de estipites cortos (alrededor de 100 pm. de
longitud) y erectos; fidlides lancecladas, de 8 a 12 pm.
de longitud; conidios ovales, lisos, de 3 a 4 pm. de dié

metro.







Incluida entre los Biverticillata-Asimétrica,
esta especie presenta colonias de crecimiento muy res——-—
tringido (15 a 20 mm. de didmetro) sobre Agar Solucidén /
de Czapek, a los 14 d. a 25° C, aterciopeladas, fuerte—-—
mente esporuladas en tonos azul-verde. Reverso en tonos
cremas a rosadas.

Microscdpicamente, presenta conididforos tipi
camente ramificados por debajo del nivel de las métulas,
con métulas y fidlides fuertemente apretadas. Estipites
de paredes rugosas. Métulas comparativamente cortas y an
chas (10 2 15 pm. x 4 a 6 um.). Fidlides de 8 a 13 pm. /
Conidios globosos, de 2.5 a 3.5 y hasta 4 um. de didmg=—
tro, finamente espinosos.

En la recopilacidén llevada a cabo por Cole vy

Cox (1.981) sobre metabolitaos flngicos tdéxicos, P. brevi

compactum se cita como preductor de &c. micofendlico.




Penicillium brevi-compactum Dierckx



Dentro de los Asimetrica-Divaricata, esta es-—

pecie, pertenesciente a la serie del P. godlewskii, pre--

senta colonias desarrolladas (30 a 40 mm, de didmetrao) /
sobre Agar Solucidn de Czapek, a los 14 d. a 25° C, ater
ciopeladas, con zona central levantada, surcadas radial-
mente y esporuladas en tonos del verde claro.
Microscdpicamente, presenta conididéforos li—-
sos, con métulas divergentes (2-3 por verticilo) de 15 a
30 wm. de longitud; fidlides de 7 a 9 uwm. de longitud; /
conidios globosos de 3 a 3.5 pm, de didmetro, lisos.
Sobre Agar-Malta=Glucosa-~Peptona, las colo——-—
nias se desarrollan aterdopeladas, destacando su reversao
en tonos crema, que pasa a verde oscurc en la zona cen——

tral de la colonia,







Inclufda en la Subseccidn Asimetrica-Velutina,
esta especie prasenta, como caracteristicas mds notables,
colonias sobre Agar Solucidén de Czapek de crecimiento /
restringido (20 a 30 mm. de didmetro a los 14 d. de cul-
tivo a 25° C), atercicpeladas, surcadas radialmente y /
con aspecto crateriforme. La intensidad de la esporula——
cidn depende de la cepa y en muchas de sllas origina una
zonacidn concéntrica evidente, anltonqs gue van del azul
verde al gris verde con la edad del cultivo. El reverso
de las colonias desarroclla tonos de color que van del a-
marillo brillante al naranja-rosado. Asimismo, las colo-
nias praducen un pigmento amarillo anaranjado que se di-
funde en el agar circundante.

Microscdpicamente, presenta penicili®s rara—-
mente ramificados por debajo del nivel de las métulas. /
Conididéforos de pared lisa que presentan verticilos de 3
a 5 métulas divergentes, de longitud variable (general——
mente entre 13 y 25 pm.). Fidlides en racimos apifiados,
que origimnan cadenas conidiales que se adhieren formando
columnas bien definidas. Conidios globosos, de 3 a 3.5 /
pm. de didmetro, lisos.,

P. citrinum ha sido citado repetidas veces cg

mao productor de citrinina y dc, kéjico.



Penicillium citrinum Thom



Incluida en la Subseccidn Asimetrica-=Velutina,
esta especie origina coionias de crecimiento notable (a;
rededor de 40 mm, de didmetro) sobre Agar Solucidn de /
Czapek, en 14 d. a 250 C, aterciopeladas, profunda e in-
tensamente surcadas radialmente, esporuladas en tonos a-
zul-verde y zonadas debido al diferente grado de madurez
de las zonas conidiales. Producen un pigmento coloreado,
generalmente en tonos dmbar, que se difunde en el agar /
circundante. E1l reverso de las colonias desarrolla colo-
res marrdén claroc a rojo-marrdn e incluso tonos mds oscu-—
ros, casi negros, en algunas 4reas localizadas.

Microscdpicamente, se aprecian penicilids va-
riables, desde tipicamente biverticilados asimétricos a
monoverticilados. Los conididforaos presentan paredes li-
sas; las métulas se disponen tipicamente en verticilos /
de 2-3 elementos, a menudo de desigual longitud; las fid
lides producen cadenas de conidios desde débilmente adhe
ridas a enredadas entre si; conidios elipticos a subglo-

bosos, de 3-4 um, de didmetro, lisos.

P. corylophilum ha sido citado como productor

de gliotoxina (Cole y Cox, 1.981).







Incluida en la Subseccidn Asimetrica-Velutina,
esta especie presenta colonias de crecimiento rdpido (45
a 60 mm. de didmetro) sobre Agar Solucidén de Czapek, en
cultivos de 14 d. a 25° C, generalmente aterciopeladas,
surcadas radialmente (sobre todo en Agar Solucién de Cza
pek adicionado de extracto de levadura), esporuladas en
tonos azul-verdosos. Muchas cepas presentan exudado abun
dante, en forma de gotas de color amarillo-oro. Reverso
de las colonias coloreado brillantemente en tonos amari-
llos. En muches casos producen un pigmentoc amarillo que
difunde por el agar circundante de la colonia.

Microscdépicamente, presenta penicilos largos,
con los elementos (ramas, métulas y fidlides) sueltamen-—
te dispuestos y a menudo algo divergentes. Conididforos
lisos. Métulas generalmente de 3 a 14 um. de longitud. /
Fidlides con forma tipica de botella, de 8 a 10 um. de /
longitud. Cadenas conidiales a manudo adheridas y forman
do columnas bien definidas. Conidios elipticos a subglo-
bosos, menores de S Mm. en su eje mayor (generalmente de
3 a4 pm.), lisos.

Segldn datos recopilados por Cole y Cox, 1,981,

P. chryscgenum ha sido citado como productor de micotoxi

nas, concretamente dc. penicilico, investigdndose su po-

sible potencial productor de patulina y citrinina.



Penicilium chrysogenum Thom




Inclufda en la Subseccidn Asimetrica-Fascicu-
lata, esta especie presenta, sobre Agar Solucidén de Cza-
pek, colonias de crecimiento notorio (alrededor de 50 mm.
de didmetro en 14 d. a 25° C), intensamente esporuladas
en tonos del verde—pardo al azul-verdoso, cor reverso ge
neralmente en tonos rojizos—anaranjados. Producen un pig
mento dmbar que difunde por el agar que rodea a la colo-
nia, y un intenso y caracteristico oleor de manzanas en /
putrefaccidn, alteracidén que, por otra parte, produce ti
pica y rdpidamente este hongo sobre frutas pomdceas.

Conididéforos abundantes que, usualmente, se a
grupan en sinemas que dan a la superficie de la colonia
un caracteristico aspecto granular y una zonacidn inten-
sa en anillos concéntricos de sinemas alternando con es-—
tructuras conidiales mononematosas.

Al microscopio presenta penicilos largos, asi
métricos, varias veces ramificados por debajo del nivel
de las métulas. Estipites lisos o casi. Ramas largas (20
a 60 pm.). Métulas de 10 a 20 um. Fidlides largas (8 a /
12 pm.), finalizadas en un cuello corto y estrecho. Coni
dios elipticos en el momento de su formacidn, permane—-—-—
ciendo asi o torndndose subglobosos, de 3 a 4 um de did-
metro en su eje mayor, lisos.

Segln datos recopilados por Cole y Cox (1.931)



cotoxinas: rugqulosina, citrinina y, sobre todo, patulina.
Esta dltima micotoxina parecs ser constantemente produci-
da por la mayoria de las cepas de este hongo, tanto en [/
cultivos de laboratorio como en experiencias de inocula—-—
cidn en frutas pomdceas en las que provoca tipicas lesio=-

nes.,







Incluida en la Seccidn Monoverticillata, esta
especie presenta, scbre Agar Solucidén de Czapek, colonias
de crecimiento rdpido, que alcanzan 50 a 60 mm. de didme-—
tro a los 14 d. de cultivo a 250 C, aterciopeladas a algo
flocosas, fuertements esporuladas en tonos que van del /
varde al verde grisdceo con la edad del cultivo. Reverso
en tonos marrdn-anaranjado a pﬁrpura-rojizo.

Conididéforos que surgen del sustrato, cortos,
con estipites de hasta 200 Hm. de longitud, de paredes fi
namente rugosas a lisas, no raﬁificados, estrictamente mg
noverticilados, ensanchados en una vesicula apical de a—-
proximadamente 5-6 Hm. de didmetro, que sustenta un apre-
tado verticilo de 10, 12 o mds fidlides, de 8 a 12 Mm. de
longitud. Los conidics, producidos en cadenas, se adhie——
ren generalmente formando una columna bien definida de /
hasta 150 um. de longitud; conidios globoscs a subglobo--
sos, de 2.5 a 3,5 um, de didmetro (generalmente, entre 3

y 3.5'pm.), lisos a muy finamente rugosos.




S0 {004

~ Penicillum frequentans Westling



Inclufda en la Seccidn Monoverticillata, esta
especie presenta, sobre Agar Solucidn de Czapek, colo=———
nias que alcanzan alrededor de 40 mm. en 14 d. a 25° c,
aterciopeladas, esporuladas en tonos gris-verds, con es-—
tructuras conidiales que se sntremezclan con un creci-—-—-—
miento superficial de micelio estéril blanquecino. Rever
so en tonos crema,

Conidi6foros simples que surgen del sustrato;
estipites cortos (90-150 pm. de longitud), de paredes ry
gosas, ensanchados en una vesicula apical de 6 a 9 Hm. /
de didmetro, que sustenta un apretado verticilo de 8-12
fidlides.

Fidlides de 8 a 12 pm. de longitud.

Conidios producidos en cadenas que se adhie——
ren formando una columna bien definida de hasta QDD‘pm.
de longitud. Conidios slipticos a subqglobosos, de 2.5 a
3.5 pm. de diémetro, rugosaos.

No se han observado, sobre Agar Solucidn de /
Czapek, estructuras semejantes a esclerocios, perc sobre
Agar—Extraxto de malta-Glucosa-=FPeptona se pueden apre—-—-
ciar unos cuerpos blandos, semejantes a esclerociogs, con
paredes constituidas por células poliédricas pseudoparen

gquimatosas,



et Ferrer

Penicillium grancanariae Ramirez, Martinez



Inclufida en la Subseccidn Asimétrica-Fascicu-
lata, esta aespecis presénta, sobre Agar Solucidn de Cza-
pek, colonias que alcanzan alrededor de 25-30 mm. de digd
metro en 14 d. a 25° C, de aspecto crateriforme y con si
nemas distinguibles al menos en las d4reas marginales. Es
poruladas en tonos verde-grisdceoc o azul-grisdceo. Rever
so en tonos crema a marrén-rcjizo.

Conidiéforos mononematosos o sinematosos. Pe-
nicilos con ramas divergentes de 15 a 25 Hm. de longi--—
tud. Estipites de paredes lisas sobre Agar Solucidn de /
Czapek y saobre Agar Extraxto de malta-Glucosa-~Peptona. /
Métulas cortas, de 6 a 9 um. de longitud., Fidlides muy /
cortas, de 4 a 6 pm. de longitud, con un cuello muy cor-
to. Conidios ovales a subglobosos, de 2.5 a S‘pm. de dié
metro, lisos,

Seqln datos recopilados por Cole y Cox (1.981)

P. griseo-fulvum es capaz de producir diversas sustan---

cias que se han conceptuado como micotoxinas: Patulina,
dc, kbéjico, grisecfulvina, isopatulina, declorogriseoful

vina,




Penicillium griseo-fulvum Dierckx



Incluido en la Subseccidn Asimétrica-Divarica

ta, P. Jjanthinellum constituye la especie tipo de una de
las series que constituyen dicha Subseccidn. Presenta, /
sobre Agar Solucidn de Czapek, colonias de crecimiento /
variable, generalmente algo restringidao, que alcanzan un
didmetro de 30 a 35 mm. sn 14 d. a 25° C, arrugadas en /
su zona central y surcadas radialmente en las dreas mar-—
ginales, esporuladas tardiamente_en tonos de gris a gris
azulado., Reverso coloreado en tonos anaranjado a rojizo.

Conidiéforos que surgen del sustrato o que na
cen sobre ramas cortas de hifas aéreas.

Penicilos caracteristicamente divaricados, en
ocasiones cocn apariencia monoverticilada.

Estipites de paredes lisas.

Métulas de hasta 20 um. de longitud, usualmepn
te con el 4pice algo ensanchado.

Fidlides de 8 a 15 um. de longitud, bruscamepn
te apuntadas hacia un cuello estrecho y largo, siendo ég
ta una caracteristica distintiva de la serie.

Conidios originados en cadenas divergentes, g
lipticos, de unas 4 um. de didmetro mayor, rugosos,

Segdn los datos recopilados por Cole y Cox, /

(1.981), P. Jjanthinellum es capaz de producir micoctoxi--

’ f 3 s .
nas: verruculdogeno, ac., penicilico.
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Inclufido en la Subseccidn Asimetrica-Divarica
ta, serie del P, canescens, P. jensenii presenta colo=-——
nias de crecimiento restringido sobre Agar Solucidén de /
Czapek (alrededor de 30 mm. de didmetro en 14 d. a 25°C),
de apariencia algo lanosa, con los bordes levantados y /
la superficie surcada radialmente. Esporulacidn no dema-
siado abunadante, en tonos de color verde, entremezcldn-
dose las estructuras conidiales con micelio blanco esté=
ril, lo que le proporciona la apariencia lanosa a laa cg
lonias. Reverso en tonos anaranjado a rojizo, no desarrg
llando colores oscuros. Pigmento en tonos semejantes gue
difunde por el agar circundante.

Conididforos cen estipites de parsdes usual—--
mente lisas, surgiendo desde el sustrato o desde hifas /
aéreas. Penicilcs divaricados compuestos generalmente /
por grupos terminales de 2 a 3 métulas divergentes, de 9
a 20 pm. de longitud, que sustentan fidlides de 7 a 10 /
Mm. de longitud.

Los conidios se originan en largas cadenas /
que se adhieren entre si formando coclumnas divergentes.
Conidios globosos, de 2.5 a 3 pm. de didmetro, rugosos.

Segln Cole y Cox (1.981), P, jensenii ha sido

A e e

citado como productor de citrinina.
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Penicillium jensenii Zaleski



Incluido en la Subseecidn Asimetrica-Divarica

ta, serie del P. janthinellum, P, miczynskii presenta, /

sobre Agar Solucidn de Czapek, colonias que alcanzan has
ta 40 mm. de didmetro en 14 d. a 25° C, aterciopeladas,
de aspecto cerebriforme, espcruladas en tonos azulados /
(azul grisdceo a azul verdoso). Reverso en tonas anaran-
jados.

Penicilos fuertemente divaricados (aunque se
observan algunas estructuras conidiales monoverticiladas)
que constan por lo general de 2-3 métulas de longitud de
sigual en el dpice de un estipite de paredes lisas.

Fidlides menores de 10 um. de longitud, usual
mente entre 7 y 9.

Conidios pequefios, de hasta 2.5 um. de didme-

tre, ovales, liscs.
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Penicillium miczynskii Zaleski



Inclufida en la Subseccidn Asimétrica-Velutina,
esta especie presenta, sobre Agar Solucidn de Czapek, co
lonias de crecimiento rdpido que alcanzan 50 a 60 mm, de
didmetro en 14 d., a 250 C, planas,aterciopeladas, fuerte
mente esporuladas en tonos verde—azulados. Reverso desde
incoloro a tonos de marrdn oscuro o rosados. Pueden pro-
ducir pigmento difusible en el agar circundante, en to--
nos dadmbar-—-anaranjado.

Penicilos tipicamente ramificados por debajo
del nivel de las métulas, asimétricos.

Estipites que oscilan entre 150 y 250 um. de
longitud, de paredes lisas, que nacen desde el sustrato.

Métulas generalmente de hasta 20 pm. de longi
tud.

Fidlides de 8 a 15 pm., de longitud, gque origi
nan cadenas de conidios que se adhieren formando sueltas
columnas de gran longitud (que inciusoc superan las 350 /
pm.), de apariencia sedosa.

Conidios fuertemente elipticos, usuzlmente de
unas 5 um, de didmetro mayor, lisos.

Segin Cole y Cox (1,981), P, oxalicum ha sido

citado como productor de ac. secaldnico D.







Incluido en la Subseccidén Asimetrica-Velutina,
P. paxilli puede ser situado en las series del P, citri-

num o del P, brevi-compactum, debido a sus caracteristi-

cas micromorfoldgicas. Sobre Agar Solucidn de Czapek ori
gina colonias de hasta 40-50 mm, de diametro en 14 d. a
250 C, aterciopeladas o de superficie lsvemente lanosa,
esporuladas en tonos crema a azul-verde. Reverso en sua-
ves tonos crema a canela.

Penicilos tipicamente biverticilados, consti=
tufdos por un verticilo terminal de 5-8 métulas apreta—-—
das, de 11 a 15 (20) pm. de longitud, que sustentan fid-
lides de 7 a 10 pm. de longitud.

Conidiéforos que surgen principalmente del /
sustrato, con estipites de paredes lisas.

Conidios ovales, de 3 a 3.5 um. de didmetrn /
mayor, lisos o casi.

Segln Cole y Cox (1.981), P, paxilli ha sido
citado como productor de paxillina, sustancia conceptua-

da como micotoxina.







Perteneciente a la Seccidn Monoverticillata,

e incluido en la serie del P, frequentans, P. purpures--

cens origina, sobre Agar Solucidén de Czapek, colonias de
crecimiento rdpido y extenso, gque alcanzan 35-40 mm, de
didmetro en 14 d. a 25° C (algo menos que el P. frequen-
Eéﬂi): aterciopeladas, fuertemente esporuladas en tonos
de.azul-verde oscuro. Reversc que desarrolla tonos del /
pdrpura rojizo o marrdn. Pigmento coloreado en tonos se-
me jantes que difunde por el agar circundante.

Penicilos estrictamente simples, monovertici-
lados, con estipites que surgen del sustrato, cortos (ge
neralmente de longitud inferior a 100 mm.), de paredes /
lisas a finamente rugosas, y ensanchados en una vesicula
apical de 3.5 a 6 pm, de didmetro, que sustenta un apre-
tado verticilo de 3 a 10 (o mds) fidlides, de 7 a 10 (13)
pm. de longitud.

Los conidins, pruducidos en cadenas, se adhig
ren en sueltas columnas de incluso mds de 150 pm. de lon
gitud., Conidios globosos a subglobosos, normalmente de /
3.5 a 4,5 pm, de didmetro, muy rugosaos y de paredes /
gruesas. Las caracteristicas de los conidios constituyen
importantes diferencias micromorfoldgicas que ayudan a /

distinguir entre P, purpurescens y P. fregquentans.
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Penicillium purpurescens (Sopp) Raper et Thom



Incluida en la Subseccidn Asimetrica-Divarica
ta, esta especie se caracteriza por originar, sobre Agar
Solucién de Czapek, colonias que producen esclerocios /
subglobosos, bien desarrollados, pétreos, de unas 150 pm.
de didmetro y de color blanco a rosa pdlido. Son colo=—-—
nias aterciopeladas, que alcanzan un didmetro de 35 a 50
mm, en 14 d. a 250 C, fuertemente esporuladas.en tonaos /
verde—azulado a verde—qrisdcec. Reverso en tonos crema—-—
anaranjado.

Conididforos que surgen del sustrato, con es-—
tipites rugosos y penicilos‘compUestos por un verticilo
de 3 a 5 métulas divergentes, claviformes, de 11 a 15 um,
de longitud, rugosas, que portan fidlides de 7 a 10 um.
de longitud.

Conidios producidos 2n largas cadenas que se
adhieren en columnas divergentes de hasta 200 um. de lop
gitud. Conidios ovales a subglobosos, de 2 a 2.5 um. de
didmetro, lisos,

P. raistrickii ha sido citado como productor

de ciertas sustancias conceptuadas como micotoxinas: tee
rreina, griseofulvipa. (Datos recopilados por Cole y Cox,

1,981).




Penicillium raistrickii Smith



Incluido en la Subseccidn Asimetrica-~Velutina,

P. rogueforti produce, sobre Agar Solucidén de Czapek, cg

lonias de crecimiento rdpido y esparcido, de hasta 50-60
mm, de didmetro en 14 d. a 250 C, planas, aterciopeladas,
intensamente esporuladas por toda su superficie en tonos
verde azulado a verde oscurc., Reverso que desarrolla co-
lores verdosos a marrdn oscuro, casi negro.

Conididéforos que salen del sustrata, muy ruggo
sos, en ocasiones con aparisncia verrugosa.

Penicilos largos, tipicamente biverticilados
asimétricos, con ramas de 17 a 28 um. de longitud y méty
las de 10 a 20 um., ambas de paredes rugosas a verrugo——
sas. Fidlides generalmente de 9 a 13 pm. de longitud.

Cénidios globosos, grandes (de hasta 6 pm. de
didmetro), habituzlmente entre 4 y 5 pm. de didmetro, 1li
sos.

A partir de cultivos de P. rogueforti se han

aislado diversas sustancias que se han conceptuado como
micotoxinas: toxina PR, roquefortinas A, By C, patulina,
eremofortinas A, By C, 4c. penicilico. (Cole y Cox, /

1.,981).
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Penicillium roqueforti Thom



Incluido en la Subseccidn Asimetrica-Divarica

ta, serie del P. Jjanthinellum, P. simplicissimum presen=—

ta, sobre Agar Solucién de Czapek, colonias que alcanzan
40 a 50 mm. de didmetro en 14 d. a 25° C, aterciopeladas,
surcadas radialmente, esporuladas intensamente en tonos
azulados a azul-verdosos, Reve;so en tonos crema a ana-——
ranjado.,.

Conididforos que salen del sustrato, con esti
pites delicadamente rugosos, de longitud variabls.

Penicilos que constan usualmente de un verti-
cilo terminal de 2 a 4 métulas divergentes, de 10 a 20 /
Mm, de longitud, finamente rugosas.

Fidlides generalmente entre 8 y 10 um., de lopn
gitud, gue producen cadenas de conidios paralelas a enma
rafjadas,

Conidios subglobosos, habitualmente entre 2.5

y 3 pm. de didmetro, rugosos.

Segdn Cole y Cox, P. simplicissimum ha sido /

citado como productor de dc. penicilico y decumbina.




Penicillium simplicissimum (Oudemans) Thom



Incluido en la Subseccidén Asimetrica-Velutina,

serie del P. citrinum, P. steckii presenta, sobre Agar /

Solucidén de Czapek, colonias de crecimiento restringido

gue alcanzan 30 mm, de didmetro en 14 d. a 25° €, ater—-
ciopeladas, surcadas radialmente, de esporulacidén usual-
mente zonada en circulos concéntricos y tonos de azul- /
verde, Reverso en tonos amarillento, crema o anaranjado,

Conididforos que surgen del sustrato, con es-
tipite liso.

Penicilos raramente ramificados por debajo [/
del nivel de las métulas, usualmente constituidos por un
verticilo terminal de 3 a 5 métulas; en ocasiones, apare
cen penicilos monoverticilados.

Métulas entre 12 y 20 um. de longitud.

Fidlides en racimos apretados, gsneralmente /
de 9 a 11 um, de longitud.

Conidios globosos, de 2 a 2.5 um. de didmetro,
lisos. Cadenas conidiales usualmente adheridas entre si
formando columnas bastante definidas.

Segln Cole y Cox (1.981), P, steckii ha sido

citado como productor de citrinina.




Penicillium steckii Zaleski
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Incluido en la Seccidn Monoverticillata, se——
rie Ramigena, P. velutinum presenta, sobre Agar Solucidn
de Czapek, colonias de crecimiento rdpidn que alcanzan /
40 a 50 mm. de didmetro en 14 d. a 25° C, lanosas, espo-
ruladas intensamente en tonos verdes por toda la superfi
cie de la colonia, aunque la zona central aparece blan—-
quecina como consecuencia del crecimiento superficial de
micelio estéril; Reverso en tonos crema que pueden deri-
var a marrén rojizo con la edad del cultivo.

Estipites lisos que portan penicilos por lo /
general ramificados irreqularmente (en ocasiones, sim=——
ples, monoverticilados), una o dos veces, cada rama (de
longitudes desiguales) sustentando un penicilc terminal
simple, de apariencia monovarticilada, con su parte api-
cal ligeramente ensanchada =n una vesicula de 3.5 a 4 Mdm.
de didmetro. Sobre esta vesicula ses distribuye un aprstz
do racimo de fidlides, de 6 a 10 mm, de longitud.

Conidios subglobosos, generalmente de 3 a 3.5

Mm, de didmetro, rugosos a levemente espinnsos,
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Inclufdo en la Subseccidn Asimetrica-Fascicu-—

lata, P. verrucosum var, corymbiferum presenta, sobre A-

gar Solucidn de Czapek, colonias de crecimiento rdpido /
que alcanzan 50-60 mm., de didmetro en 14 d. a 25° c, /
fuertemente esporuladas por toda su superficie en tonos
amarillo a verde-—azul o verde-gris e incluso tonos cane-
la con la madurez del cultivo, Estructuras conidiales mp
nonematosas y sinematosas, predominando estas ﬁltimas en .
los aislamientos recientes, Micelio amarillo. Exudado en
forma de gotitas de color dmbar a marrdén. Reverso de las
colonias en tonos pdrpura- anaranjado a marrdn. Pigmento
en tonos dmbar a anaranjado que difunde por el agar cir=-
cundante.

Conididéforos de hasta 1000 pm, de longitud, /
con estipites muy rugosos.,

Penicilos largos, tipicamente biverticiladcs
asimétricos, con ramas y métulas de paredes rugosas.

Ramas de longitud variable, generalmente entre
30 y 35 Jme. Métulas de 10 a 20 pm, de longitud, Fidlides
comparativamente grandes, de 10 a 15 um, de longitud.

Conidios globosos, de 3 a 3.5 um. de didmetro.




corymbiferum

Penicillium verrucosum Dierckx var.
(Westling) Samson et al.
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Inclufido en la Subseccidén Asimetrica-Fascicu-

lata, P. verrucosum var,., cyclopium presenta, sobre Agar

Solucidn de Czapek, colonias de aspecto sumamente varia-
ble, desde prdcticamente aterciopeladas, con conididfo=—
ros mononematosos, hasta colonias ampliamente sinemato=—-
sas, con todas las gradacionss intermaedias. Habitualmen-
te se trata de colonias de apariencia granular, de creci
miento amplio (35-50 mm. de didmetro en 14 d. a 25° C),
con sinemas principalmente en las dreas marginales y es=
poruladas intensamente por toda la sugperficie en tonos /
que van del verde—azulado al verde-—-gris, incluso tonos
ocres, pardos a marrdn clarc con la madurez de los coni-
dios (sobre todo en las dreas centrales y submarginales
de las colonias, manteniéndose los tonos azul-verdosos /
en las zonas inmediatas a la zona marginal periférica, /
de color blanco). Olor intenso, tratdndose en muchas oca
siones de aromas afrutados (manzana e inclusoc pifia). Re-
verso en tonos marrdn anaranjado mds o menos oscuros, flu
chas cepas producen un pigmento amarillo a 4mbar que di-
funde por el medio de agar, y se oscurece con la edad /
del cultivo,

Conididforos que surgen del sustratao.

Penicilos variables, en ocasiones ramificados

por debajo del nivel de las métulas y, en otras, consti-
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Estipites que pueden presentar paredes pricti
camente lisas (como ocurre por ejemplo en la cepa ananas
olens) hasta francamente rugosas.

Métulas usualments de 12 a 15 umm, de longitud,

Fidlides con forma tipica de botella, de cue-
llo corto, entre 8 y 10 um. de longitud.

Cadenas conidiales desde enmarafiadas hasta /
sueltamente paralelas s incluso en ocasiones dando ori—--
gen a columnas divergentes. Conidios globosos, generale-—
mente de 3 a 4 um, de didmetro, lisos.

Segdn Cole y Cox (1.981), P, verrucosum var.

cyclopium ha sido citado como productor de diversas sus-
tancias conceptuadas cocmo micotoxinas: ac. ciclopiazoni-
co, ac., bissecodehidrociclopiazonico, imina del 4c. ci=-
clopiazonico, ciclopenina, ciclopenol, dc., penicilico, /

7/

penitrem A, patulina, griseofulvina.




Penicillium verrucosum DBierckx, var. cyclopium
(Westling) Samson et al.



Penicillium verrucosum Dierckx var. cyclopium
( Westling) Samson et al. (cepa ananas-olens Ramirez.)
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Inclufdo en la Subseccidén Asimetrica-=Fascicu-

lata, P, verrucosum var. melanochlorum presenta, sobre A-

gar Solucidn de Czapek, colonias de crecimiento rédpido /
que superan los 40 mm, de didmetro en 14 d. a 25° C, con
zctructuras conidiales producidas densamente por toda su
superficie, predominantemente mononematosas, en ocasio=—-
nes con sinemas en 4reas submarginales. Colonias en to—-
nos de verde oscuro, con el 4rea central frecuentements
cubierta por hifas blancas. Olor intenso, aromdtico. Re-
verso incolorc a tonos crema. Pigmento de color dmbar /
que difunde por el agar circundante.

Penicilos biverticilados asimétricos, con ra=-
mas de 16 a 20 um, de longitud, que portan métulas en /
verticilos de 3-4 elementos, de 10 a 15 Mm., de longitud.

Estipites rugosos, como ramas y métulas,

Fidlides generalmente de 7-8 um. de longitud,

Conidios globosos, de 3-3.5 mm. de didmetro,
lisos.

P. verrucosum var. melanochlorum ha sido cita

do como productor de penitrem Ay B y &c. penicilico.







Inclufdo en la Subseccidn Asimetrica-Fascicu-—

lata, P. verrucosum var, verrucosum presenta, sobre Agar

Soluéién de Czapek, colonias de crecimiento algo restrin
gido que alcanzan alrasdedor de 30-35 mm, de didmetro en
14 d, a 25O C, fuertemente esporuladas en taonos verde a-
marillento a verde azulado. Reverso incocloro, amarillo o
anaranjado claro, Olor intenso a tierra hidmeda.

Penicilos biverticilados asimétricos, Beneral
mente cortos, comprimidos, con ramas de 15 a 20 (25) mm,
de longitud, que portan métulas de 10 a 13 pm, de longi-
tud, producidas en verticilos de 3-4, habitualmente a di
ferentes niveles.

fstipite, ramas y métulas fina pero densamen-
te rugosos,

Fidlides de 3-S5 (10) pm. de loangitud,

Conidios globosos, de hasta 5 um. de didmetro,
lisas.

Segln datos recopilados por Cole y Cox (1.981)

P. verrucosum var, verrucosum es capaz de producir diver

sas sustancias que se han conceptuado como micotoxinas:
rugulovasina A, ccratoxina A, 4-hidroxiocratoxina A, dc.
. ' d . . . . ~ 2 .
penicilico, xantomegnina, viomelleina, rubrosulfina, vip
purpurina, citrinina, viridicatina, ciclopenina, ciclope

nol, toxina viridicatum,



/

Penicitlium verrucosum Dierckx var. verrucosum Samson et al.



Colonias de aspecto variable (blancas, pardas,
grises, ...) que producen estructuras reproductoras que
van desde conidibforos cortos con ramificaciones mds o /
menos peniciladas hasta anélides (= aneldforas) aisladas,
sésiles sobre hifas aéreas.

Conidios en cadenas, generalmente globosos a
piriformes, truncados basalmente.

La especie que hemos aislado e identificado /

en nuestro estudio se corresponde con S. brewvicaulis.

S. brevicaulis,.-

Colonias inicialmente blanquecinas que progre
sivamente van pasando a tonalidades blanco-qrisdceas a /
nardas,

Conidiéforos cortos.

Células espordgenas anélides aisladas o en [/
grupos que adoptan formas peniciladas. Estas anélides, /

con forma cilindrica o de botella, originan largas cade-~

nas de conidios globosos, subglobosos, ovalados o piri--
formes, frecuentemente truncados en el punto de inser———
cién a la anélide, lisos a fuertemente rugosos, unicelu-

lares, hialinos a oscuramente pigmentados.




Scopulariopsis  brevicaulis (Sacc.) Bainier



Al igual que Alternaria y Uloccladium, el géneg

ro Stemphylium se caracteriza por producir dictiosporas

sobre conididforos bien diferenciados, si bien se distin
gue notablemente de ambos géneros citados en su forma de
proliferacidn: los conididforos presentan un hinchamien-
to apical, mds o menos acusado pero perceptible, que ro-
dea a un poro terminal a través del cual se produce, co-
mo un crecimiento protopldsmico haciaAel exterior, un co
nidio solitario; a continuacién, el conididéforo prolife-
ra a través del poro terminal que ha dado origen al coni
dio y forma un segundo hinchamiento que, a su vez, pre--—
santa un poro terminal que da origen a otro conidio. Las
proliferaciones sucesivas segdn un proceso andloqo dan /
lugar a que el conidiéforo resultante adquiera ura apa-—-

riencia nudosa, y de aqui que 8l génerc Stemphylium se /

caracterice por la existencia de conididforos con hincha
mientos intercalares, oscuros, que portan dictiosporas.
La especie gque hemos aislado en nuestro estu-

dio se corresponde con S. botryosum.

S. botryosum.-

Colonias de crecimiento extenso, colores oscu
ros y cubiertas en ocasiones por un micelio blanquecino,

flocoso, usualmente estéril, que se distribuye irreqular



Conidiéforos simples o escasamente ramifica--—
dos, pigmentados en tonos marrdén, septados y con las ca-
racteristicas tipicas anteriormente descritas.

Dictiosporas oscuramente pigmentadas, lisas a
rugosas, frecuentemente con una marcada constriccidn en

el septo central, y de tamafio variable.




Stemphylium  botryosum Wallroth



Colonias flocosas a compactas, de crecimiento
rdpido, blancas, amarillo-verdosas a verde brillante.

Conididforos hialinos sumamente ramificadas,
de contorno cénico o piramidal, con ramificaciones en 4n
gulo recto con el eje central. La longitud de las ramas
laterales de la rama principal de cada conidiéforo se in
crementa reqular y proporcionalmente con la distancia en
tre dichas ramas laterales y el dpice del conididforo.

Las células espordgenas son fidlides, general
mente con forma de botella, nacidas en solitario o en ra
cimo, hialinas, ligeramente mds estrechas en la base que
en el centro y ahusadas hacia el 4pice.

Masas conidiales verdes o blancas, formando /
pdstulas constituidas por fialosporas verdes o hialinas,
unicelulares, gue permanecen agrupadas formando masas /
globosas en el dpice de las fidlides.

Las cepas de Trichoderma gque hemos aislado e

identificado en el presente estudio pertenecen a las es-

pecies: T. aureoviride, J. pseudokoningii y T. viride.




Colonias de crecimiento extendido, compacto,
con superficie flocosa, en tonos blancos a verde—amari-——
llento y reverso amarillo-verdosa.

Conididéforos y ramas laterales largos y delga
dos, sin prolongaciones terminales de hifas estériles, y
con un sistema de ramificacién dendroide.

Fidlides verticiladas, dispuestas con bastan-
te regularidad.

Fialosporas obovoides, con base truncada, li-

§as.




Trichoderma aureoviride Rifaj
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Colonias inicialmente blancas que progresiva-

mente adoptan tonalidades verdes hasta verde brillante,

con

las
fas

ple

nes

das

reverso amarillento.

Conidiéforos largos y delgados, al igual que
ramas laterales, sin prolongaciones terminales de hi
estériles y con un sistema de ramificacidn mds sim——

que el observado en T. aursoviride.

Fidlides dispuestas irregularmente, en ocasig
surgiendo aisladas y muchas veces claramente atenua-
en la base.

Fialosporas generalmente elipsoidales, lisas,

pequefias (de 2.5 a 5 um. de longitud).




Trichoderma pseudokoningii  Rifai



Colonias en tonos de verde oscuro, con el re-
varso incoloro.

Conididforos largos y delgados, al igual que
las ramas laterales, sin prolongaciones terminales de hi
fas estériles.

Fialosporas rugosas.

Casi todas las cepas aisladas con fialosporas
rugosas ss ha apreciado quse emiten un caracteristico olor
a "coco" en la madursez. Este cardcter es bastante Gtil /
para reconoccer 1., viride, especialmente si falla la espg
rulacidén de las colonias.

T. viride ha sido citado como productor de mi
cotoxinas como tricodermina, gliotoxina y viridiol (Cole

y Cox, 1.981).




Trichoderma viride Pers. ex Gray
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La especie aislada en nuestro estudio, T. ro-
seum, presenta colonias muy extendidas, delgadas, ini——
cialmente blancas y luego adoptando tonos rosadss.

Conidiéforos erectos, hialinos, septados, cor
tos e indiferenciados.

Conidios hialinos, bicelulares, de tamafio re-—
lativamente grande, producidos en sucesidn basipétala vy
que permanecen unidos por una sustancia mucosa dando ori
gen a cadenas cortas y Frégiles.

Cole y Cox (1.981) han recopilado diversos da
tos sobre ciertas sustancias conceptuadas como micotoxi-
nas producidas por T. rossum: crotocina (antibidtico T),
crotocol, tricotecolona, tricoteceno, tricotecina, roseg

toxina B,




Trichotecium roseum Link



Bajo este nombre genérico se agrupan todos a-
quellos hongos de micelio ausente o reducido, que se en=-
cuentran habitualmente en forma unicelular.

Sequn von Arx (1.981), todas las levaduras se
incluyen en la Clase Endomycetes, junto a aquellos otros
hongos de aspecto semejante a las levaduras y, también,
hongos pardsitos_de plantas. Se trata, por otra parte, /
de hongos hasta ahora incluidos en Ascomycetes, Basidio-
mycetes y Deuteromycetes que no presentan cuerpos fructi
feros o himenios distinquibles, producen blastosporas, /
artrosparas, células de fisidn o, en casos, pseudomice—=—
lio,

Entre las especies que hemos aislado en nues-=
tro estudio, vamos a referirnos fundamentalmente a tres,

debido a su mayor frecuencia de aislamiento (Rhodotorula

y Saccharomyces) y a su potencial poder patdgeno (Candi-

da).

SAccharomyces csrevisias,~-

‘Células esferoidales a ovales, generalmente /
aisladas, en parejas o, mds raramente, en pequefias cade-
nas o racimos, de 5x4 pm. a 9x6 pm, No forman micelic /

verdadero, ni velo precoz sobre extracto de malta. Su re



e PSS W vh VARV WY ¥¥se Wil iL Wil HMAVLAESER VYL e J

reproducen sexualmente convirtiéndose las propias célu—-
las vegetativas en ascas que, en la madurez, no se rom——
pen fdcilmente y que contienen generalmente de 1 a 4 as-
cosporas globosas por asca, raramente méds.

En cuanto a las caracteri{sticas fisiolégicas

mds representativas, destacan las siguientes:

Glucosa + Melibiosa -~
Galactosa + Rafinosa + 1/3
Sacarosa + Lactosa -
Maltosa + Celobiosa -

Asimilacidn de_compuestos del carbongo.-—

— e e e emwn wem  ams G e — — s et e mmm  mmm s —

Glucosa + Inulina -
Galactosa + Almiddén sclubls -
L-Sorbosa - D=Xilosa -
Sacarosa + L-Arabinosa -
Maltosa + D—-Arabinosa -
Celobiosa - D-Ribosa +
Trehalosa + L-Rhamnosa -
Lactosa = Etanol +
Melibiosa - Glicerol +
Rafinosa + Ac, citrico =
Melecitosa + 0 - Inositaol -

— e e e G e ema m— e — o . W e S e — e —

Nitrato potédsico =

Candida glaebosa.-

Células ovales, generalmente de 4x3 um., a 5x4
Mm, Sobre Agar-harina de maiz se observa la formacidn de
un pseudomicelio primitive. E1 cultivo en estria no es /

pigmentadc. lLa reproduccidn vegetativa es por gemacidén /
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puestos del C. La asimilacién de compuestos del N (NO3K)

es, asimismo, negativa.

e v wam em ewp e e e e — men  ean e oy S e m—

Glucosa + Inulina -
Galatosa + Almidén soluble +
L-Sorbosa + D=Xilosa +
Sacarosa + X L-Arabinosa ¢
Maltosa + D-Arabinocsa +
Celobiosa + D=-Ribosa =
Trehalosa + L-Rhamnosa =
Lactosa + Etanol +
Melibiosa + Glicerol +
Rafinosa + Ac. citrico +
Melecitosa = Inositcl -

Rhodotorula rubra,=-

Células vegetativas ovales, aisladas, en pare
jas o en cortas cadenas, de 4x2,5 pm. a 5x4 um, E1 culti
vo en estria exhibe tipicamente una coloracidn rosa. La
reproduccidn vegetativa es por gemacidn multilateral. No
forman ascosporas. No fermentan los compuestos del C. La

asimilacidn de compuestos del N (NO

3K y NDZK) es, asimis

mo, negativa.

" eme Gm ems ewm e amm e — e - e eem e e e —

Glucosa + Inulina -
Galactosa + Almidén soluble -
L-Sorbosa + D=Xilosa +
Sacarosa + L-Arabinosa +
Mlaltosa + D-Arabinosa +
Celobiosa + D-Ribosa ¢
Trehalosa + L~Rhamnosa -
Lactosa - Etanocl +
Melibiosa - Glicerol +
Rafinosa + fc, citrico ¢

flelecitosa + Inositol -



Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen

Candida glaebosa Komagata et Nakase



Rhodotorula rubra (Demme) Lodder
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Concretdndonos a la flora fdngica hallada en
el andlisis de las 120 muestras de pimentdén, la relacidn
de hongaos encontrados e identificados incluye un total /
de 62 géneros y especies, comprendidos entre los descri-—

tos en sl apartado 4,.l.1, y 8s la siguiente:

Clase Zygomycetes
Orden Mucorales
Género Absidia

Especie: A. corymbifera.

Género Actinomucar

Especie: A. elegans.
Género Circinella

Especies: C, minor,

C., mucoroides.

Género Mucor

Fspeciess M. circinelloides.

n
M., hiemalis.
M. plumbeus.

¢ racemosus,

Género Rhizopus.
Especies: Rh. oryzae.

1=

Rh. stolonifer.

Género Syncenhalastrum

Especie: S. racemosum.
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Orden Sphaeropsidales
Génesro Phoma.
Orden Moniliales (=Hyphomycetes)

Género Acrsmonium,

Género Alternaria

Especies: A. chartarum.
A. tenuis.

A. tenuissima.

Género Asperqgillus

Especies: A. amgtelodami.

A, awamori.
A. candidus.
A. clavatus.
A. chevalieri
A. ficuum.

A. flavus.

A. fumigatus.
A. nidulans.
A. niger.

A, ochraceus.
A. oryzae.

A, parasiticus.
A. phoenicis.
A. repens.

A. sydouwi.

A. tamarii.

A. versicolor.

Género Aurscbasidium

Especie: A, pullulans,
Género Cephaliophora

Especie: L. tropica.
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Especies: C. cladosporioides.

C. herbarum.

Génerc Penicillium

Especies: P. aurantio-flammiferum.

P. brevi-compactum.
P. citrinum.

P. corylephilum.

P. chrysogenum.

P. frequenténs.

P. expansum.

P. aqriseo=fulvum.
P. Jjanthinellum,

P. miczynskii.

P. oxalicum,.

P. paxilli.

P. raistrickii.

P. rogusforti.

P, simplicissimum.
P. steckii,

P. verrucosum var, cyclopium.

P. verrucosum var. verrucasum.

Género Scopulariopsis

Especie: S. brevicaulis.

Género Stemphylium

Especis: S. botryosum.
Género Trichotecium

Especis: T. roseum.

LEVADURAS:

Candida gqlasbosa.

Rhodotorula rubra,

Saccharomyces cerevisiae,.
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Una vez detallada la relacién de géneros y es
pecies hallados al estudiar la micoflora de las espsecias
en general, y del pimentdn en particular, pasamos a con-
cretar las frescuencias de aparicidn de los diferentes [/
hongos identificados, con el fin de establecer la flora
habitual y la flora esporddica hallada en los andlisis /

realizados.,

4,1.3.1.,- Porcentajes de aparicidn.-

Con los datos aobtenidos al estudiar la asidui
dad en la aparicidn de los géneros aislados e identifica
dos en la totalidad de muestras de especias analizadas,

hemos confeccionado la grdfica de frecuencias de apari--—

cidn recogida en la FIGURA 2.

Concretdndonos a los datos obtenidos al estu-
diar la asiduidad en la aparicién de los géneros aisla—-—
dos e identificados exclusivamente en las muestras de pi

mentén, la gréfica de frecuencias de aparicidn adopta la

disposicidén que se recoge en la FIGURA 3.

SR ; J



SeoelLoJde il LI WVWUULU UU | L0 LUCTIIWLCGY WO UTHDL VS

dominantes,-

A la vista de los resultados generales obteni
dos, expresados en las FIGURAS 2 y 3, procedimos al esty
dio de las frecuencias de los géneros que aparscen con /
maycr asiduidad al analizar, por un lado, la totalidad /
de muestras de especias, y, por otro, las muestras de pi
mentédn. Al hacerlo, hemos desglosado la distribucidn po:z
centual de las especies identificadas pertenecientes a /
dichos géneros.

En 8l caso de la micoflora hallada en la tota
lidad de muestras de especias analizadas, los géneros /
aislados con mayor frecuencia son Aspergillus y Penici—-—
llium: 80,45 % y 57.27 %, respectivamente. En las dos /
gréficas siguientes (FIGURAS 4 y 5) se detallan las fre-
cuencias de aparicidn de las especies identificadas per-
tenecientes a ambos géneros,

En el caso de la micoflora hallada en las /

muestras de pimentdn analizadas, nuevamente son los géng

ros Aspergillus y Penicillium los aislados con mayor fre
cuencias 92.50 % y 61,66 %, respectivamente. En las dos

grédficas siguientes (FIGURAS 6 y 7) se detallan las fre-
cuencias de aparicidn de las especies identificadas per-

tenecientes a ambos géneros.
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tre las micofloras aisladas a partir de las muestras de
pimentdn procedentes de las dos zonas geograficas espafio
las mayoritariamente productoras de esta especia: Murcia
(51 muestras) y Cdceres (69 muestras).

Para profundizar en el estudio comparativeo en
tre la micoflora encontrada en las muestras de pimentdn
procedentes de ambas zonas productoras citadas, y debido
a la significacidén de las especies implicadas, creemos /
de interés comparar, asimismo, las frecuencias de apari-

cién de los géneros Asperqillus y Penicillium, como hici

mos anteriormente, detallando las especies encontradas.

Todo ello queda sintetizado en la FIGURA 9.

4,1.3.3.— Recuentos en muestras de pimentdn.-

Histogramas.-

Ya mencionamos en el apartado 2.2 la dificul-
tad, y a la vez la necesidad, de adoptar criterios micro
biol8gicos para establecer la calidad higiénico-sanita—-—
ria de las especias. Citdbamos alli el Criterio Microbio
l8gico para Especias recomendado por la "International /
Commission for Microbiological Specifications far Foods"
(1.C.M.SeF., 1,974), y concretamente el establecido para

el recuento en placas de mohos y levaduras.
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(1.982) (a la vista de la disparidad de los resultados /
que obtuvieron en su estudio sobre ciertas especias), ci
tada en el apartado 2.2, y tras comprobar la disparidad
obtenida en nuestro estudio an cuanto a les recuentos /
fingicos observados en las especias que hemos analizado
(ver apartado 4.2.1.1 y las TABLAS IV y V), con el fin /
de obtener una informacidn adicional sobre la especia de
mayor produccidn nacional, el pimentén, y poder contri--—
buir al establecimiento futuro de un criterioc microbiold
gico fundamentado, hemos reunido los resultados que aobtu
vimos en lo que concierne a los recuentos fdngicos reali
zados en las 120 muestras de pimentdn analizadas,
Aunque, al igual que en el estudio de Schuwab
ét al. (1.982), nuestro plan de muestreo no estd diseffa-
do sobre 5 unidades de muestra de un lote dado, como ras-
comienda la I.C,M.S.F., con el fin de obtener alguna in-
dicacidén de las tasas de rechazo por comparacidn de los
resultados de las unidades individuales ds muestra con /
los Criterios recomendados por la I.C.M.S.F. para el re-
cuento en placas de mohos y levaduras, expresamos nues—-—
tros resultados en forma de histogramas sobre eje de co-
ordenadas en el que se recoge, en ordenadas, sl ndmero /
de muestras analizadas, y, en abcisas, el recuento en /

placa obtenido en céda caso.
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rios microbioldgicos recomendados para especias por la /
I.C.M.S.F., basados en un programa de tres-clases, esta-
blecian para el recuento de mohos y levaduras que:

n=5, c=2, g:lﬂz/gr. y m;loa/gr.

Estos valores conforman la ctalificacién higig
nico-sanitaria de cada muestra analizada: si el recuento
en placa de mohos y levaduras ﬁroporciona valores infg—
riores a 102 col./gr., la muestra en cuestidn se incluye
dentro de la denominada "CALIDAD BUENA". Si el resultado
del recuento se encuentra entre 102 y lD4 col,/gr., la /
muestra se incluye sn la denominada "CALIDAD MARGINAL",
Cuando el recuento as superior a 104 col,/gr., la mues—
tra analizada se incluye en la denominada "CALIDAD DEFEC
TUOSA",

Las FIGURAS X, XI y XII expresan los recuene-—
tos obtenidos, respectivamente, para las 120 muestras tog
tales de pimentdn, las 51 muestras de pimentdn proceden-
tes de la zona de Murcia y las 69 muestras de pimentdn /
procedentes de la zona de Céceres.

De la comparacién de los resultados individug
les de los recuentos flngicos obtenidos para las mues—w-—
tras de pimentdn, resumidos en forma de HISTOGRAMAS /
(FIGURAS X, XI y XII), con los criterios de la I.C.M,S.F.

se obtiensn unas hipotdticas "tasas de rechazo" del /
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15.69 % para las musstras de pimentdn procedentes de la /
zona de Murcia y del 33.33 % para las muestras de pimen—
t8n procedentes de la zona de Cdceres. Ademds, es resalta

ble el hecho de qus otro 67.50 %, en el caso de las 120 /

muestras totales, entrarfa en la denominada calidad margi
nal, as{ como un 74,51 % y un 62.32 % de las muestras pro
cedentes, respectivamente, de las zonas de Murcia y Cdce-
res.

El resumen de estos resultados comparativos es

t4 expresado sn las TABLAS XI, XII y XIII.

Con el fin de tratar de obtener una informa——
cidn mds detallada, hemos procedido a la comparacidn en--
tre si de los tres tipos de pimentdn producidos en nues—-
tro territorio nacional: dulce, picante y ocal.

De pimentdn dulce, producido tantoc en la zona
de Murcia como en la de Cdceres, hemos analizado un total
de 76 muestras. De pimentdn picante y ocal, producidos /
prdcticamente en su totalidad en la zona de Cdceres, he--—
mos analizado, respectivamente, 29 y 15 muestras. Los re-
sultados de los recuentos fdngicos establecidos se expre-
san en las FIGURAS XIII, XIV y XV, y la comparacidn de es
tos resultados con los criterios de la I.C.M.S.F. se resy

men en las TABLAS XIV, XV y XVI. En ellas se observa que,



establecerf{a en el 22.37 % (calidad defectucsa), mignme-—

tras que otro 71.05 % de las muestras analizadas se in—

cluirfa en calidad marginal. En el caso del pimentdn pi-

cante, la "tasa de rechazo" seria de un 20.69 % y otro /

68.97 % se incluirfa en calidad marginal. En el caso del
pimentdn ocal, los resultados saon mds extremos (tal vez

por el menor ndmero de muestras analizadas) y la "tasa /
de rechazo" alcanzarfa el 53.33 %, mientras que en la cag

lidad marqinal se incluirfa el 46.67 % restante de las /

muestras analizadas,

De las 76 muestras de pimentdn dulce analiza-
das, 51 procedian de la zona productora de Murcia y 25 /
de la de Cdceres. Los recuentos de mohos y levaduras ob-
tenidos al analizar estas muestras estdn expresados en /
las FIGURAS XVI y XVII. La comparacidn de estos resulta-
dos con los criterios de la I.C.M.S.F. se resume en las
TABLAS XVII y XVIII. En ellas se observa gque la "tasa de
rechazo" para las muestras de pimentdn dulce procedentes
de la zona de NMurcia se estableceria en el 15,69 %, -a la
vez que otro 74.51 % se considerarfa dentro de la denomi

nada calidad marginal. Estos mismos pardmetros, en el ca

so de las muestras de pimentdn dulce procedentes de la /

zona de Cdceres, se establecerian en el 36.00 £ y el [/
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Por Gltimo, con el objeto de obtener una indi
cacidn general, hemos aplicado el procedimiento utiliza-
do en el estudio del pimentdn, an forma andloga, al con-
junto de 100 muestras de 27 especias heterogéneas anali-
zadas, Los resultados de los recuentos de mohos y levadu
ras se expresan en la FIGURA XVIII, y en la TABLA XIX se
resume su comparacidn con los criterios de la I,c.m.s.r.
encontrdndose una "tasa de rechazo" global del 31.0 %, y
otro 31,0 % de las muestras estudiadas se incluirian en

calidad marginal.

4,2.,~ Resultados cuantitativos,-

Entre los resultados cuantitativos que hemos
obtenido en nuestro estudio, vamos a referirnos a los ob
tenidos para:

-— Recuento en placa.

-~ Andlisis de aflatoxinas en pimentdn.

— Estudio de cepas aflatoxigénicas en culti-

vos de laboratorio,

——(———m
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Hemos pretendido comparar los resultados obte
nidos para el recuento en placa, por un lado, a partir /
- de los valores alcanzados en una sola dilucidén y, por o-
tro, ajustando la recta de regresién a los valores obte-

nidos en todas las diluciones.

4,2,1,1.,~- Valores obtenidos a partir de ura

sola dilucidn,-

En las TABLAS IV y V hemos reunido los recuepn
tos aobtenidos para las 220 muestras diferentes estudia--
das, expresados en ndmero de colonias/gramo de especia.
La TABLA IV resume los valores obtenidos para el total /
de 100 muestras de las 27 especias heterogéneas analiza-
das (segdn se indicd en 3.1)., La TABLA V resume los valo
res obtenidos para las 120 muestras de pimentdn investi-
gadas (apartado 3.1).

Las abreviaturas empleadas en ambas tablas se

corresponden con las siguientes especias:
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Albahaca.
Anis,

Cebolla.

Clavo,

Cominos,

Cdrcuma.

"Curcy".

Chile.

Enelda.

Estragdn.
Hierbabuena.
Laurel.

Me jorana.

Menta.

Muez moscada,
Orégano.

Pimentdn dulce,
Pimen#dn picante.
Pimentén agridulce (= pimentdn
Perejil.

Pimienta blanca,
Pimienta de Cayena.
Pimienta negra.
Romero.

Tomillo.
Vainilla.

Sazonadores diversos.

ocal).
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de regresidn.-

Hemaos llevado a cabo un cdlculo previo sobre
un total de 56 muestras de pimentdn, ajustando, para ca-
da muestra, la recta de regresidn a todos los valores ob
tenidos en las diferentes diluciones (menos los valores
cero), con el fin de comparar estos recuentos con los /
conseguidos con el método de una so;a dilucién.

En la TABLA VI se comparan los resultados ob-
tenidos con ambos métodos, expresados en nimero de colo-

nias/gramo de especia.

4,2.2.,~ Andlisis de aflatoxinas en especias,-

De las 28 especias analizadas, tan sélo se ha
detectado contaminacidn por aflatoxinas en cuatro de e—-—
llas: pimienta blanca, pimienta de Cayena, pimienta ne--
gra y pimentdn. En el resto de especias muestreadas (ajo,
albahaca, anis, apio, canela, cebolla, clavo, comino, /
cdrcuma, "curry", chile, eneldo, estragdn, hierbabuena,
laurel, mejorana, menta, nuez moscada, orégqano, persjil,
romero, tomillo, vainilla y sazonadores), el andlisis ds
aflatoxinas ha dado resultado negativo.

Los resultados positivos se distribuyen en la
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4,2,3.,- Estudio de cepas aflatoxigénicas en

cultivos de laboratorioc.-

Este estudio, motivado por la elevada frecuen
cia de aparicién en las especias analizadas de especiss
fdngicas conceptuadas en la bibliografia como potencial-
mente productoras de micotoxinas, lo hemos concretado en
el e@studio de las dos especies sospechosas més frecuente

mente aisladas: Asperqillus flavus Link y A, parasiticus

Speare. Hemos investigado sus caracteristicas aflatoxigg
nicas en cultivos de laboratorio, segdn indicamos en sl
apartado 3.5.2, y con la metodologia alli propuesta.

El total de cepas investigadas, sobre medio /

de cultivo A.P.A., ha sido de 296, de las cuales 285 per

tenecen a la especie A. flavus, 3 a A. flavus var, colum

naris y 8 a A, parasitisus.

La distribucién de cepas productoras de algdn
tipo de las aflatoxinas investigadas (Bl’ Bys Gy ¥ Gz) /
se recoge en la TABLA VIII. Asimismo se sefiala en dicha
tabla la distribucidén de cepas aflatoxigénicas segdn las
aflataoxinas que produjeron en el transcurso de los ensa-
yos.,

La TABLA IX recoge las frecusncias de apéri-—



LU U HIWUOW L de Tl Lde Yydo VO HUOLWOLLVALWD _l‘l. | G VUO Y/ U

A. parasiticHs en el total de muestras estudiadas, compa

rédndose asimismo las diferentes frecuencias de aparicidn
registradas para el grupo homogéneo de muestras de pimen
tén y el grupeo heterogéneo de muestras del resto de espe
cias analizadas,

En la misma tabla se resums la distribucién /
de las muestras en las que se aislaron cepas de A, fla—

vus y A, parasiticus productoras de aflatoxinas en culti

vos de laboratorio, en el total de muestras estudiadas /
(220), en las muestras de pimentdn (120) y en las mues—-
tras del resto de especias (100).

En la TABLA X se sintetizan los resultados obp
tenidos del estudio de las frecuencias de aparicién de /

muestras con A, flavus y A. parasiticus en las muestras

de pimentdn analizadas, seqdn las dos zonas espafiolas de
produccién mayoritaria (zona de Murcia y zona de Cacares)
y, dentro ds la zona de C&ceres, en la que se producen /
varios tipos, segin las variedades de pimentdén estudia—-
das (dulce, picante y ocal o agridulce).

Asimismo se recoge en esta tabla la distribu-
cién de las muestras en las que se refgistrdé la presencia

de cepas de A. flavus y A. parasiticus productoras de a-

flatoxinas en cultivos de laboratorio, agrupadas las /

muestras segin zonas productoras y, en su caso, segin [/



S5.- DISCUSION,-

5.1l.- Limitaciones inherentes al muestreoc.-

En cuanto a las limitaciones inherentes al [/
sistema de muestreo que hemos segquido en nuestro trabajo,
debemos sefialar dos principales:

12) Ya hemos mencionado los Criterios Micro—-
bioldgicos establecidos por la 1,.C.M,S5.F., y los progra—
mas de toma de muestras recomendados por esta Comisidn /
con el fin de compensar la variabilidad de los resulta——
dos y calcular la incidencia de lotes de productos no ap
tos (apartadec 2.2). Sin embargo, nuestros objetivos se /
encaminan fundamentalmente hacia el conocimiento de la /
variabilidad de la micoflora en el conjunto de las espe-
cias, y por ello hemos preferido ampliar el ndmero total
de muestras y de especias muestreadas a la opcidn de ana
lizar 5 muestras de un mismo lote por cada una de las [/
muestras recogidas, tal y como indica la I,C.M,S.F.

Como consecuencia, de nuestros resultados no
deben inferirse estdndares microbioldgicos, ya que tampo
co es el nuestro un criterio legislador. Tan sdlo pode=——

mos establecer resultados indicativos de las "tasas de /
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cidén de los resultados obtenidos para las unidades indi-
viduales de muestra con los enunciados Criterios de la /
Comisidn (apartado 4.1.3.3).

22) Segdn seffalan Schuller et al., (1.976), el
muestreo es sl factor mds importante que contribuye a la
variabilidad de los andlisis de micotoxinas, y concreta-
mente de a?latoxinas,‘en los productos agricolas, hecho
que surge de la naturaleza discontinua de la distribu——
cidén de las micotoxinas en estos productos. Con fines de
inspeccidn, ss toman usualments muestras de 1 a 5 Kg., vy
el tamafio de la muesstra usada en los andlisis varia se--
gdn el método analfiticoc sequido, estableciéndose en 50 /
gr. (Robertson et al,, 1,965) el compromiso entre econo=-
mia de solvente y muestra representativa.

Al llevar a cabo nuestro muestreo, y debido a
las caracteristicas propias de las especias v condimen-—-
tos (su empleo en dosis pequefas en los usos domésticos
habituales, su forma de comercializacidn e incluso su /
precio), los envases recogidos como muestras independien
tes han contenido frecuentemente una cantidad total de /
muestra inferior al tamafo tedrico necesario de la mues=~-
tra inicial para un andlisis representativo de micotoxi-
nas (1 Kg. como minimo), y por ello la posible variabili

dad observada en los resultados tampozo puede ser tomada
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5.,2.,~ Micoflora de especias.-

Existe escasa informacidn publicada sobre la
micoflora presente en las especias, y uno de nuestros /
principales objetivos es contribuir al conocimiento deta
llado de las especies fdngicas que usualmente pueden ha-
llarse como contaminantes de estos productos, incidiendo
particularmente en la micoflora presente en sl pimentdn
por razones ya apuntadas.

‘Algunos autores mencionan en sus publicacio-
nes datos aisladas sobre la abundancia de la micoflora /
hallada en sus trabajos sobre especias, pero estas refe-
rencias rara vez van mds alld de citar los recuentos fdn
gicos obtenidos y concretar algunos génercs o especies /
determinadas, Asi, por ejemplo, fMislivec et al, (1.972)
se refieran a que el 100 % de las muestras que estudia—-—
ron de pimienta blanca en grano contenfan mochos en su in

terior, de los cuales Aspergillus flavus era la especis

dominante; Christensen et _al. (1.972) encuentran A. fla-
wus en gran ndmerc en pimienta negra y pimienta roja de
la India; Christensen et al. (1.967) y Midller (1.981) /
concretan que las especias contienen numerosas especies

de Asperqillus, Penicillium, Cladosporium, Scopulariop--
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pimentén y pimiento rojo picante se aislan preferentemen

te Aspergillus glaucus y A. restrictus, pero también se

encuentran con frecuencia A. flawus y A. ochraceus.

Ante la difiicultad que hemos encontrado para
contrastar nuestros resultados con datos al respecto pre
viamente publicados, vamos a limitarnos a comentarlos /

con brevedad,

5.2.1,~ Examen de los datos referantes a espe

cies aisladas.-

En la TABLA XXI se comparan las frecuencias /
de aparicidn de los géneros aislados en el total de espe
cias analizadas, en pimentdn vy en el g?upo de especias /
heterogéneas restantes (Apartade 4.1.3.1. Ver FIGURAS 2
vy 3).

En esta tabla podemos comprobar que es muy ng
toria la frecuencia con que se aislan, de las especias /
en general, especies flngicas pertenecientes a los géne-

ros Aspergillus y Penicillium, frecuencia que aumenta in

cluso en el casc del pimentdn, llegando en esta especia,

y en el caso del género Aspergillus, hasta el 92,50 % de

las muestras,

Por otra parte, se aprecia una cierta asidui-
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se Zygomycetes (Absidia, Actinomucor, Circinella, Mucor,

Rhizopus, Syncephalastrum), especialmente especies perte

necientes al génerc Mucor. La frecuencia de estos hongos
aumenta notablemente en las muestras de pimentdn, desta-

cando el incremento de los géneros Rhizopus y Mucor, que

se aislan respectivamente en el 55,83 % y el 58,33 % de
las muestras de pimentdn, y, tan sélo, en el 3 % y el /
22 %,respectivamente, de las muestras pertenecientes al

grupo de 27 especias heterogédneas restantes, Por sl con-

trario, los génercs Trichoderma y Fusarium no se han ais
lado a partir del pimentdn, y han obtenideo frecuencias /
del 9 ¥ y 6 %, respectivamente, en aislamientos del con-
junto de 27 especias heterogéneas restantes.

En resumen, podemos concluir que los géneros
mds frecuentemente encontrados en el total de especias /

muestreadas son: Aspergillus (80.45 %), Penicillium /

(57.27 %)y Mucor (41.82 %), seguidos a mayor distancia /

por Rhizopus (31.82 %), Cladosporium (9.54 %), Alterna—-—

ria (5.91 %) y TIrichoderma (4.09 %). En el caso concreto

del pimentdn, los géneros mds frecuentemente aislados /
son practicamente los mismos, con frecuencias algo mds /

elevadas en la mayoria de los casos: Aspergillus (92.5C

%), Penicillium (61.66 %), Mucor (58,33 <), Cladosporium

’

(10.00 %) y Alternaria (6.67 ). Destacan como variacio-
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ro Rhizopus (55.83 %), la ausencia de Trichoderma y la a
dicidén de dos nuevos ficomicetos: Absidia (8.33 %) y /

Circinella (4.17 %). Por Gltimo, en el conjunto de las /

27 especias restantes destaca la disminucién registrada

en la frecuencia de aparicidn de Asperqillus (66.0 %) vy,

sobre todo, la drdstica disminucién experimentada en sl
génerc Rhizopus, que sdlo llega a alcanzar un 3 % frente
al 55.83 % que exhibe en sl pimentdn. Por el contrario,

y como era de esperar al muestrear un mayor ndmero de es
pecias diferentes, aparecsen significativaments nusvos ggé

neros: Fusarium (6.0 %), Acremonium (6.0 %), Pascilomy--

ces (4.0 %) y Stemphylium (4.0 %), manteniéndose otros /

géneros ya mencionados: Penicillium (52,0 %), Mucor /

(22,0 %), Cladosporium (9.0 %), Trichodsrma (9.0 %) v /

Alternaria (5.0 %).

Estos resultados coinciden con los citados [/

por Mdller (1.981) en cuanto a Asperqgillus, Penicillium

y Cladosporium, difiriendo particularmente en el caso de

los Zygomycetes; grupo que no es citado en los trabajos
consultados y que hemos constatado que aparece con bas——
tante asiduidad, especialmente en el pimentdn, hasta el
punto de que uno de sus representantes, el género Mucor,
se constituye en el tercer génerc mds frecuentemsnte ais

lado del conjunto de la micoflora de las especias inves=-
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A la vista de los resultados obtenidos, cree-—
mos de interéds profundizar en el estudio de las frecuen-
cias de aparicidn de las distintas especiass flngicas in-

cluidas en los dos géneros dominantes:- Aspergillus y Pe-

nicillium (Yer apartado 4.1.3,2 y FIGURAS 4, 5, 6 y 7).

¥ En lo que se refier; a ASPERGILLUS, génera /
mds frecuentemente aisladc en nusstro estudio (TABLA [/
XX1), a partir de nuestros datos podemos concluir que /
predominan claramente las especies incluidas dentro de /
los grupos del A, flavus y del A, niger. Asi, refiriéndo
nos a la totalidad de muestras de especias analizadas [/
(FIGURA 4), las frecuencias de aislamiento de ambos gru-
pos fueron:

-- GRUPO DEL A. FLAVUS: A, flavus (56.36 ),
A. tamarii (15.45 %), A. oryzae (8,18 %) y A. parasiti-—-
cus (3.64 %),

— GRUPO DEL A, NIGER: A. niger (57.27 %), A.
phoenicis (27.73 %), A. Picuum (17.27 %) y A, awamori /
(6.36 %).

Otras especies aisladas, pertenecientes a o--
tros grupaos taxondémicos, que alcanzan sdlo una relativa
frecuencia significativa pero que pueden tener interés /

debido a su reconocido poder micotoxigénico, son: A. ver



Qb It \LhedlU AJy e LSy \Melba o0 ¥ Be Lo dC vV
(5.45 %),

Estos resultados difisren sustancialmente de
los citados por Christensen gt al. (1.967) ya que, aun /
coincidisndo en los frecuentes aislamientos de A. flavus
y, en menor medida, A. ochracsus, entre la micoflora aig
lada por nosotros no alcanzan significacién las especies

de Asperqillus mds frecuentemente aisladas por estos au-

tores: A. glaucus y A, restrictus. De hecho, tan sdlo he

mos aislado esporddicamesnte especies encuadradas dentro
del grupo del A. glaucus: A, repens (3.18 %), A. amstelo

dami (2.27 %) y A. chevalieri (1,82 %), no citadas expre

samente como tales en sus publicaciones.

Cuando consideramos.ﬁnicamente las muestras a
nalizadas de pimentdn (FIGURA 6), los rssultados se man-
tienen en lineas gensrales en cuanto a que los grupos /
del A, flavus y A. niger siguen englobando las mayores /
frecuencias de aislamisntos, pero hay que destacar el in
cremento que experimenta A, flavus, que pasa del 56,36 %
antes rssefiado al 75,00 %, Asimismo, incrementan sus por
centajes A. phoenicis (del 27,73 al 40,83 %), A. niger /
(del 52,27 al 60,00 %), A, ficuum (del 17,27 al 25,00 %)

A. tamarii (del 15,45 al 22,5 %) y A. parasiticus (del /

3.64 al 4,17 %), disminuyendo poco apreciablemente A, o-

ryzae y A. awamori. Las otras especies citadas, disminu-
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or que pasa del 11.36 % al 5.83 9.

¥ Por lo que sé refiere al género PENICILLIUM,
las mdximas Precuencias de aparicién son sensiblements /
inferiores a las que registramos en Asperqillus, y las /
ostentan especies encuadradas en las Subsecciones Asimé-
trica-Velutina y Asimétrica-Fasciculata. Caoncretamente,
si consideramos la totalidad de muestras analizadas (ver
FIGURA 5), las especies mds frecuentes son:

—— ASIMETRICA-VELUTINA: P. chrysogesnum /

(23.64 ¢), P. brevi—compactum (6.82 %) y P. rogueforti /

(5.00 %).

— ASIMETRICA-FASCICULATA: P. verrucosum var.

cyclopium (26.36 %) y P. expansum (4.09 %).

Estas frecuencias se mantienen, con muy lige-
ras variaciones, si consideramos tam sd8lo las muestras /
de pimentdn (FIGURA 7).

Los datos obtenidos muestran la clara prepon-

derancia de dos especies (P. verrucosum var, cyclopium y

P. chrysogenum) sobre el resto del género. A su vez, am=

bas exhiben frecuencias de aparicidn muy préximas entre

si,

e Qe
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el hecho de que sea A, flavus la especie mds frecuente—
mente aislada, ya quse la relacién de este hecho con su /
potencial capacidad toxigénica, discutida en el apartado
5.3.2 (ver TABLAS VIII, IX y X), apoya nuestra presun———
cién de la potencial peligrosidad sanitaria que puede re
presentar la incorporacidn de especias fuertemente conta
minadas a diversos productos alimenticios, sin olvidar /
la existencia detectada de la contaminacién dirgcta por
aflatoxinas en diversas especias.

Uniendo a todo ello el dato comprobadc del /
aislamiento significativo de otras especies fdngicas po-

tencialmente micotoxigénicas (Aspergillus amstelodami, /

A. awamori, A. candidus, A. clavatus, A. chevalieri, A.

ficuum, A, fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. ochra——

ceus, A. oryzae, A. parasiticus, A, phoenicis, A. tama--

rii, A, versicolor, Penicillium brevi-compactum, P, ci—

trinumy, P, corylophilum, P, chrysogenum, P, expansum, P,

roqueforti, P, verrucosum var, cyclopium, Rhizopus sp.,

Phoma sp., Acremonium sp., Alternaria tenuis, A. tenuis-

sima, Fusarium sp,, Trichoderma viride, ...), se refuer-

za nuestra consideracidn de que es precisc un mayor con-
trol analitico de estos productos e incluso de determina

dos alimentos a los que se adicionan, como comentamos en
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En nuestro propdsito de incidir mds profunda=-
mente en el sstudio de la micoflora del pimentdn, hemos
procedido también a la comparacidn entre las micofloras
aisladas a partir, respectivamente, de las muestras de /
pimentdén procedentes de las dos zonas espafiolas mayorita
riamente productoras: flurcia y Céceres (apartado 4.1.3.2,
FIGURA 8)., De esta comparacidén inferimos que parecen /
existir ciertas diferencias entre ambas micofloras, prin
cipalmente entre las frecuencias de aparicidén de algunos

de los géneros aislados mds constantemente: Penicillium

(41,18 % de las muestras procedentes de la zona de fur—-
cia por 76,81 ¢ de las muestras procedentes de la zona /
de Cédceres), Rhizopus (78,43 ¢ por 39,13 %, respectiva--
mente), Mucor (49.02 % por 65.22 %, respectivamente), Ab
sidia (15.69 % por 2,90 ¢, respectivamente), Cladospo—--

rium (3,92 % por 14.49 %, respectivamente) y Circinella

(0.00 % por 7.25 %, respectivamenta),

En lo que se refiere al estudio comparativo /
de la presencia de ASPERGILLUS y PENICILLIUM en muestras
ds pimentdén procedentes ds ambas zonas productoras (apar
tado 4.1.3.2, FIGURA 9), también parecen existir ciertas
diferencias entre las especies aisladas con mayor asidui

dad, en el sentido de que las frecuencias de aislamiento
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pergillus en pimentones procedentes de la zona producto-

ra de Murcia, mientras que las especies de Penicillium /

presentan en general una mayor frecuencia en los pimentg
nes procedentes de la zona productora de Cdceres:

——— Género ASPERGILLUS: A. flavus (88,23 % de
las muestras procedentes de la zona de fMurcia por 65,22
% de las muestras procedentes de la zona de Cdcerses), A.
niger (70,59 % por 52,17 %, respectivaments), A. phoeni-
cis (47,06 ¢ por 36.23 %, respesctivamente), A, tamarii /
(41.18 % por 8,69 %, respectivamente), A. ficuum (31,37
% por 20.29 %, respectiwamentse), A, ochraceus (9.80 % /

por 4.35 %, respectivaments).

——— Género PENICILLIUM: P, verrucosum var, cy

clopium (15,69 % de las muestras procedsentes de la zona
productora de Murcia por 37.68 % de las muestras proce-—-

dentes de la zona productora de C&iceres), P. chrysogenum

(13.72 % por 34,78 %, respectivamente), P. roqueforti /

(0.0 4 por 11,59 ¥, respectivamente), P. brevi-compactum

(11.76 % por 7.25 %, respectivaments).

Ademds, hay que hacer notar que la flora espo
rddica aislada es mds variada, en cuanto al ndmerc de es

pecies diferentes de Asperqillus y FPenicillium, en las /

muestras de pimentdn procedentes de la zona praoductora /
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Asimismo, hay que seffalar que en el transcur-
so de la identificacién de las diferentes cepas pertene-

cientes al género Penicillium obtenidas de pimentén, se

logrd el aislamiento de una especie nueva, que se denomi

né P, aurantio—flammiferum, y que fué objeto, junto a o-

tras, de una publicacién previa (Ramfrez, Martf{nez y Be-

renguer. Mycopathologia. 72, 27-34, 1.981).

S ; -

Un dltimo aspecto del estudio de la micoflora
del pimentdn en 8l que intentamos profundizar, y que se=-
Malamaos como uno de nuestros objetivos (apartado 2.3), /
lo constituia sl establecer comparaciones o relacionss /
entre la micoflora aislada en nuestro estudio y la mice=-
flora autdctona de las zonas de produccidn., 3Sin embargo,
apenas hemos encontrado informacidn sobre la flora fdngi
ca autéctona de las zonas de producecidn, y, tan sdlo, en
una publicacidn de la Consejerfa de Agricultura de la Cg
munidad Autdnoma de Murcia (1.982), se mencionan los hon
gos que producen las enfermsedades mds comunes que afec—-
tan al pimiento para pimentdn. Entre ellos, se citan: Py

thium debaryanum, P, ultimum, Rhizoctonia solani, Sotry-

tis cinerea, Phytophtora capsici, Verticillium dahliae,




1 NG Gld &ldill WAV Y W Wi Wil o W W S de ale ola Sl el WA M S A A e W e wlhn Nk e § 38T W S e (el

satii, si bien estos hongos necesitan, en algunos casas,
medios de cultivo especiales para su crecimiento.

En cualquier caso, se observa claramente que
no existe relacidn alguna entre la posible presencia ds
estos hongos sobre las plantas y frutos de pimiento para
pimentdn y la micoflora que hemos aislado en nuestro es-
tudio sobre ssta especia, Por ello, y como ya hemos apun
tado, opinamos que la flora fdngica que aparece en las /
especias es producto fundamentalmente da la contamingee-
cién ambiental subsiguisnte a la recoleccién de las mate
rias primas, y, principalmaente, durante el periodo de al
macenamiento, procesado, manipulacidn, transporte y co-—
mercializacién. En el caso del pimentdn, esta opinién /
coincide con la afirmacidén de Costa (1.982) de que, por
diversas circunstancias, es frecuente, por ejemplo, que
en el momento de la recoleccidn del pimiento el volumen
del fruto recogidao supere la capacidad de secado de las
plantas deshidratadoras, teniendo, por tanto, que ser al
macenado, Este almacenaje se realiza generalmente en lo-
cales no siempre apropiados, con los sacos apilados y /
sin la ventilacidn suficiente que contrarreste el conte-
nido en humedad de los frutos, con lo que se producen rg
calentamientos y fermentaciones favorables a los ataques

de bacterias y hongos.
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hincapiéd en que las especies flngicas dominantes que he-
mos aislado habitualmente en las diferentes especias pre
sentan en muchos casos elevadas frecuencias de aparicidn,
es decir, no son esencialmente diferentes de unas espg=—
cias a otras, a pesar de proceder de materias primas muy
diversas y de hdBitats geogrdficos, climiticos y adificos
muy distintos sntre si, y de ser objeto de procedimigne~
tos de procesado, almacenamiento y comercializacidén dife
rentes., Se trata, por otra parte, ds especies fidngicas /
habitualmente conceptuadas como cosmopolitas, colonizado
ras de multitud de hdbitats y susceptibles, por tantao, /

de amplias dreas de dispersidn.

5.3.,— Rasultados cuantitativos,-

5.3.1l.= Recuento en placa (Andlisis de las va

riaciones cuantitativas).-

El método de recuento fingico en placa presen
ta algunos problemas, comunes a todas las técnicas qus /
raquieren el aislamiento en placa de agar de colonias de
microorganismos, tales como:

-— La competencia de las colonias en las pla-

cas (segdn sefialan Dwivedi y Garret, 1,963), que puede /
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misnto lento o de sscasa resistencia a la fungistasis,

— La selectividad inevitable dsl medio de /
cultiveo empleado y de las condicicnes de incubacién, que
pueden influir en el desarrollo de algunas especies.

~— La manipulacidn incorrecta de las dilucio-
nes decimales puede provocar la existencia de agregados
con acdmulos de propdgqulos que sélo van a originar una /
colonia en la placa d4recuento, con el consiguiente e——-
rror affadido., Por otra parte, y debido al tamafio considge
rable que alcanzan diverscs propdgulos fdngicos, la damg
ra en la preparacidén sucesiva de las diluciones decima——
les y la demora en la siembra de cada una de ellas sn [/
las placas de recuento, son‘dos factores que puedsn ine-—

troducir importantes errores en el método.

Como corolario de estos problemas, puede infe
rirse que los recusntos en placa efectuados a partir de
una sola dilucidn pueden dar valores inferiores a los [/
reales, como seffalan Mateos et al, (1.982).

A pesar de todc ello, Montagut (1.960) indica
que es el método mds adecuado para realizar cualquier [/
trabajo comparativo, y Jensen (1,962) opina que es el mé
todo mds (til para la realizacidn simultdnea de estima—-—

ciones de la actividad fingica y aislamiento de las espe
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venientes pueden obwviarse:

19) Con el empleoc de un medio de cultivo de /
revivificacién (medio de triptona de socja. Apartado 3.2),
adecuado, segin indica Mossel (1.982), para que todos /
los propdgulos existentes en el alimento se encuentren /
en condiciones Gptimas para originar una colonia de cre-
cimiento y conseguir de este modo un recuento fiable.

22) Con la utilizacidén de medios de cultivo /
para recuento que permitan el amplio desarrollo de la ma
yoria de especies flngicas, como el agar-glucosa-oxite——
traciclina (0.G.A.), citado en el apartado 3.2, y, en ca
so de duda, realizar el recuento al unisono con otroc me-—
dio de cultivo que permita el crecimisnto de especies /
mds sensibles, como pusden ser los Dermatofitos en gene-
ral, £n estos casos es acconsejable simultanear =1 uso /
del medio 0.,G.A. con el medio de agar Sabouraud-dextrosa
4 %, citado en el apartado 3.3.

32) Al efectuar las diluciones decimales pre—
vias al recuento, es aconsejable el uso de agentes tensg
activos, como el TUEEN 80, para conseguir la dispersién
homogénea de los propdgulos en los voldmenes totales o /
parciales manejados, Asimismo, y con el mismo fin, ss /
precisa una agitacidn mecdnica intensa en el momento de

la preparacién de las diluciones decimales seriadas e [/



evitando demoras en los sucesivos pasos.

A diferencia del método de una sola dilucidn,
el método de la recta de regresidn (apartado 3.2.2) pro-
porciona unos recuentos calculados en los que se tiens /
en cuenta la razdén rsal ent:e las diluciones en lugar de
la tedrica (caso del método de una sola dilucidn), y por
ello tal vez mds prdximos a los valares reales. Por esta
razdn hemos llevado a cabo el recuento fingico simulté—;
neaments por ambos métodos en un total de 56 musstras de
pimentén, con el fin de comparar los resultados obteni--—
dos, Estos resultados se han reunido en la TABLA VI. Co-
mo puede observarse en ella, los valores de los recuen—-—
tos en placa por los dos métodos presentan variaciones /
notables en algunos casas. E£n general, los recuentos ob-
tenidos con la recta de regresidn ajustade a los valores
de todas las diluciones son mds elevados, oscilando des-
de 0,06 a 3,250,67 veces los obtenidos de una dilucidn,
con un promedio para las 56 muestras comparadas ds /
100,84 veces, y una elevadisima desviacidén tipica.

En cualquier caso, de los resultados observa-
dos resulta claro comprobar como en los recuentos fdngi-
cos conseguidos con la recta de regresién es sumamente /

influyente el azar, ya que el cédlculo a partir de distin



nal al sobreestimar los valores tomados de las dilucio--
nes mayores en detrimento de los valores tomados de las
diluciaones menores, como seffala fMartinmez (1.976); en e——
fecto, en estas circunstancias la aparicidn casual de u-
na colonia en las diluciones elevadas modifica la pen———
diente de la recta de regresidn en forma mucho mds impor
tante gue si apareciese en diluciones anteriores, con un
rasultado final muy superior en el recuento. Todo ello /
prévoca una gran variabilidad en los valores obtenidos /
por ests método, por lo que resulta poco adecuado, sspe=-
cialmente a la hora de efectuar comparaciones, como pre-—
tendemos. en nuestro estudio.

Por todo lo expuesto, hemos optado por ajus——
tarnos en nusestras conclusionas a los resultados obteni-
dos a partir de una sola dilucidn, expresados sn las TA=-

BLAS IV y V (apartado 4.2.1.1).

Ya mencionamos en el apartado 2,1 gque una ds
las caracteristicas destacables de las especias es la /
presencia en muchas de sllas de sustancias con accién an
timicrobiana, y concretamente antifdngica, y tal circuns
tancia podria tener "a priori" influencia sobre los re--~
cuentos flngicos. Hitokoto st al, (1.980) comprobaron /

que Bste efecto es especizalmente acusado en cisrtos ca—
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hibitorio sobre el crecimiento de la flora de mohos y lg
vaduras, obteniéndose recuentos sumamente bajos (datos /
de Jay, 1,978; Mdller, 1.981; ...), e incluso nulos, co-
mo ocurrs sn los resultados obtenidos por nosotros (ver

TABLAS IV y XX). Seqln datos de Masada (1.975), citados

por Hitokoto et al. (1.980), la fraccidn constituida por
el aceite esencial dsl clavo contiene de un 70 a un 95 %
de eugencl, y, segln estos (ltimos autores, calculando /
sobre una base de un contenido del 92 % de esugenol en la
fraceidn de aceite essncial del clavo, cada gramo de es-
ta especia molida contiene 142 mg. de sugenol, Estos au-
tores demostraron un fuerte efecto inhibitorio del euge-

nol y timol sobre sl crecimiento de Asperqillus toxigéni

cos (A: flavus, A, ochraceus y A. versicolor), siendo no

torio el hecho de que sl clavo era capaz de inhibir com-

pletamente sl cracimiento de cepas ds sstos Aspsraillus

a una concsntracidn de 3.5 mg. de clavo/ml. de medio, en
cultivos de laboratorio. De las 29 clases de espscias mg
lidas ensayadas por Hitokoto gt al., el clavo fué la que
presentd un mayor efecto inhibidor sobre sl crecimiento

de los mohos utilizados en el ensayo, sequido por sl a—-—
nis estrellado y la pimienta inglesa. En el extrsmo O=——
puesto, entre las 12 sspecias con un efecto relativamen-

te menor sobre el crecimiento y/o la produccidn ds toxi-



%), se encontraba el pimentdn,

Por otra parte, algunas especias con un prin-
cipio activo de potente accidn antimicrobiana se detec—-
tan fuertemente polucionadas por microorganismos, y con-
cretamente hongos. Asi, el tomillo contiene de un 20 a /
un 60 % de timol, segln datos de Stahl (1.973), y calcu-
lando sobre una base de contenido del 54 %, segdn Hitokg
to et al. (1,980), cada gramo de esta espescia contiene 3
mg. de timol., Este posee un coeficiente Fenéiico de 20,
y la esencia de tomillo de 13.4, seglin Herrman (1.963),
Sin embargo, a pesar de todas estas consideraciones y a
diferencia de lo que ocurre en el clavo, donde la poten-
te accidn antimicrobiana y antifdngica del principio ac-
tivo de la esencia de clavo guarda una estrecha correla-
cidn con los escasos o nulos recuentos fingicos detecta-
dos, los resultados que nosotros hemos obtenido al anali
zar muestras de tomillo manifisstan elevados recuentos /
de mohos y levaduras: entre 56.00C y 170.0C0 cel./gr. de
especia, cifras bastante coincidentes con las publicadas
por otros autores (Jay, 1,978; Miller, 1,981).

Como ya mencionamos en el apartadec 2.2, dis—-
tintos autores citan recuentos flngicos como resultado /
de sus estudios: Krishnawamy et al. (1,971, 1.973) se re

fieren a los mohos y levaduras como contaminantes de las
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za, comino, "curry", hinojo), encontrando los recusntos
mds altos en pimienta negra: 9.800 col.,/gr. Sin embargo,
los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio in-
dican recuentos particularmente mé; elevados en comingos
(300 a 38.000 col./gr.), "curry"” (0 a 80.000 col./gr.) y
pimienta negra (900 a 180.000 col./gr.). Asimismo, nuss-—
tros datos experimentales indican, en general, una mayor
contaminacidn fingica que la registrada por Schuwab gt al.
(1.982). Otros autores, como Christensen et al. (1.967,
1.972) sefialan una fuerte contaminacidén por A. flavus /
(superior a las 20,000 col./gr.) en pimienta negra y pi-
mienta roja, si bien la que encontraron en pimientas del
género Capsicum la citan como poco importante. Nuestros
resultados, coincidentes con los citados para pimienta /
negra, difieren en cuanto a los citados sobre el génerc
Capsicum, ya que hemos obtenido recuentos entre 0 y /
30,000,000 col,/gr. en las muestras de pimentdn analiza-
das. En este sentido, nuestros resultados se hallan més
préximos a los citados por Jay (1.978) (2.300 a 30,000 /
col./gr.) y Mdller (1,981) (0 = 1.200,000 col./gr.).

En resuman, y teniendo en cuenta que no son /
muy numerosos los datos publicados sobre los recuentos /
fdngicos hallados en especias, en la TABLA XX comparamos

nuestros resultados en el conjunto de especias que hemos
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ller (1.981) sobre especias coincidentes.

De estos datds comparados y los resultados /
que resumimos sn el apartado 4,2.1.1 y las TABLAS IV vy V
concluimos que existe una notéble contaminacidn micoldgi
ca en el conjunto de las especias que hemos analizado, /
si bien se aprecia una gran variabilidad en los recusn—-—
tos fdngicos obtenidos en especias distintas, e incluso
dentro de una misma especia. En algunos casos (clavo, a-
jo, cebolla, cdrcuma, ...), y como indican diversos auto
res, la existencia de principios actives con accidn inhi
bidora del crecimiento microbiano puede dar lugar a la /
obitencidn de recuentos fidngicos bajos o nulos. En otros
casos, sin embargo, los recuentos saon elevados, y la /
gran variabilidad detectada en ciertas especias, como pi
mienta negra (900 a 180.000 col,/gr.), pimienta blanca /
(0 a 520,000 col./gr.), "curry" {0 a 80.000 col./ar.), /
pimentdén (0 a 30,000,000 col,/gr.), etc., puede atribuir
se a diversos factores, entre los que dsstacan los proce
dimientos de obtencidn, desecado y esterilizacidn aplica
dos en unos casos y no en otros, Asf, los procedimientos
de esterilizacidén disminuyen notablemente la carga mico-
ldgica que portan las especias, y es un hecho que hemcs
comprobado procedisndo al recuento de mohos y levaduras

en un mismo pimentdn antes y después de su esteriliza——-—



cion Ccon Ox1d0 de etiland, ODuLellenub el sSlguienie resul
tado:

— Recuento antes de la esterilizacién: 36.000 col,/gr.
—— Recusnto después de la esterilizacidn: 85 col./gr.

Puede comprobarse la notable eficacia que llg
gan a alcanzar ciertos procedimientos de esterilizacién
usualmente aplicados a las especias, y que citamos en el
apartado 2.2.

También en 8l apartado 2.2, mencionamos los /
criterios microbioldqicos recomendados por la I.C.m.S.f.
para el recuento de mohos y levaduras en especias. En /
nuestros resultados (apartado 4.1.3.3) nrocedimos a com-—
parar los resultados individuales que obtuwimos can los
Criterios recomendados por dicha Comisién, expresandolos
en forma de histogramas y tablas., Insistiendo en la sel-
vedad que allf haciamos de que nuesstro plan de muestreso
no ha sidc diseffado sobre las 5 uridades de muestra de /
cada lote, como recomienda la I.C.M.S.F., y sélo con sl
fin de obtener una indicacién de las "tasas de rezhazo",
podemos inferir de nuestros resultados una baja calidad
microbioldégica de las especias en general, y del pimen-——
tdn en particular, no tanto por las "tasas de rechazo" /
obtenidas (considerabiles, en general), sino por la gran

cantidad de muestras incluibles en la denominada "cali--

dad marginal", En efecto: En el ccnjunto de 100 muestras
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chazo" hipotética se establecerfia en un 31 %, y la "cali
dad marginal" la constituiria otro 31 % de las muestras,
En el caso del pimentdn, si bien la "tasa de reschazo" se
rfia algo menor (25.83 %), la "calidad marqginal" la cons=~
tituirfa un notable 67,50 %, resultando tan sdlo un 6,67
% de las 120 muestras analizadas incluible en la denomi-
nada "calidad buena", con un recuento entre O y 102 col,
por gr. de muestra.

Estas "tasas de rechazo" que hemos obtenido /
como indicacidn son bastante mds elevadas que las encon-
tradas por Schwab et al. (1.982) en su estudio, sobre tg
do en lo que se refiers a ciertas especias, como el pi—
mentdn,

| En cuanto a la existencia de diferencias en /
el grado de contaminacidn flngica existente en el pimen—
t8n producido en las dos zonas productoras mds importan~
tes de nuestro pais, de los resultados que hemos obteni-
do (apartado 4.1.3.3) parece significarse una mayor "ta-
sa de rechazo" para el pimentdén procedente de la zona de
Céceres sobre el procedente de la zona de Murcia (33.33
% por 15,69 %, respectivamente), si bien tal apreciacién
se halla ciertamente condicionada ya que la "calidad mar
ginal" del pimentdn de la zona de Murcia es superior a /

la apreciada en el pimentdn procedente de la zona de Cé-
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que se trata de muestras situadas en muchos casos en sl
1{mite inmediato a la "tasa de rechazo", pequefias waria-
ciones en los recuentos podrfan hacer oscilar estos por-
centajes.

Las diferencias, no ocbstante, se mantienen en
forma bastante andloga al comparar un mismo tipo de pi--
mentén (pimentdn dulece), producido en ambas zonas: el [/
procedente de la zona de CAceres presenta una "tasa de /
rechazo" superior a la del procedente de la zona ds flur-
cia (36.00 % por 15,69 ¥, respectivamente), invirtiéndo-
se los términos al comparar la "calidad marginal" de am-
bos (74,51 % en el procedente de la zona de Murcia por /
64,00 % en el procedente de la zona de C&cseres).

5i tratamos de comparar los tres tipos de pi-
mentdn existentes en el mercado (dulce, picante y ocal o
agridulce), comprobamos que el pimentdn dulce y el pimen
tén picante presentan unas "tasas de rechazo" y una "ca-
lidad marginal™ bastante semsjantes, aunque levements su
periores en el caso del pimentdn dulce:

PIMENTON DULCE: "Tasa de rechazo" = 22,37 %,
"Calidad marginal" = 71,05 %.

PIMENTON PICANTE: "Tasa de rechazo" = 20,69 %
"Calidad marginal" = 68.97 %.

Por el contrario, el PIMENTON OCAL presenta u
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"calidad marginal™ donde se incluye el resto de las mues
tras estudiadas (46.67 %). Tal vez estos dltimos resulta
dos puedan estar parcialmente influidos por el menor nd-

mero de muestras de este tipo de pimentdn estudiadas,

Q

Los datos expuestos, comprobades a lo largo /
de nuestro estudio, apoyan nuestra tesis sobre la exis——
tencia de una elevada contaminacidn flngica en las espe-
cias en general de consumoc mds frecuente en nuestro pais.
Puesto que la contaminacidén microbioldgica de estos pro-
ductos parece poco menos que imposible de prevenir o evi
tar (aspecto en el que insistimos en sl apartado 2.2), /
debido al desfavorable proceso qus se sigue genaeralmente
desde su recoleccidn, durante su procesamiento y almace-
namiento y hasta su comercializacidn, opinamos que im——-
plantar un procedimiento de esterilizacidn sistemdtica y
rutinaria de las gespecias, antes de su envasado para la
venta al pdblico, seria una solucién viable para mejorar
la deficiente calidad microbiolégica detectada sn la ac-
tualidad.

Asimismo, a la vista de los resultados, cree-

mos de interds el establecimiento de unag especificacio—-—
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contemplen limites tolerables de contaminacidn flngica,

con sl fin de salvaguardar y controlar su higisne y cali
dad sanitaria ante el consumidor directo o ante la adi—
cidén de las especias a otros diversos productos alimenti

cios.

5.3.2.~ Aflatoxinas y cepas productoras.-

En el apartado 5.1 hicimos referencia al mues
treo como el factor mds importante que contribuye a la /
variabilidad de los andlisis de aflatoxinas en productos
agricolas, y de las soluciones de compromiso a las que /
se acude para la realizacidén de andlisis representativocs,

Ademds de estas circunstancias limitantes, la
metodologia analitica para la investigacidn de micotoxi-
nas en general (y aflatoxinas en particular) puede come—
plicarse por el hecho de que los productos agricolas a /
estudiar pueden ser lo suficientements distintos entre /
si como para requerir procedimientos ds extraccidn dife-
rentes , v también por la posible existencia de materia
inerte, pigmentos y sustancias diversas que interfieran
en el andlisis, lo que hace necesaria una atapa adicio—-
nal en el método analftico utilizado,

Los métodos habitualmente empleados para la /



determinaclon de ariatoxlnas en Trutos secos y granos /
son inapropiados en general para el conjunto de las espe
cias, a causa de sxcesivas interferencias en sl desarro-
llo de la cromatografia en capa fina. Tal es el caso del
METODO IIT (apartado 3.5.l1), que sdlo hemas aplicado en

casos aislados (ajo, anis, cebolla y vainilla),

Los métodos diseffados por Pons et al. (1,970)
y Romer (1,973), que incorporan el tratamiento caon aceta
to de plomo y la columna de cromatografia para conseguir
una limpisza mds eficaz del extracto, parecieron promete
dores para el andlisis de pimienta negqra hasta que se /
descubrid una pérdida sustancial de aflataxina Bl en la
fase de precipitacidn con acetato de plomo.

Scott y Kennedy (1.973) encontraron que la /
cromatoqrafia en capa fina bidimensional resolvia en /
gran medida el problema de las interferencias en los and
lisis de pimientas, tras haber logrado el aislamiento de
las aflatoxinas nor los métodos oficiales de la A.0.A.C.:
método CB para pimienta blanca y pimienta negra y {1étodo
BF para pimientas de Capsicum.

Suzuki et al., (1.973) proponen otro método mo
dificado para la determinacidén de aflatoxinas en espe———
cias, de resultados comparables al de Scott y Kennedy va

mencionado.

Tras la comparacidn previa de los diferentes
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métodos de Scott y Kennedy (1.973) para la determinacién
de aflatoxinas en especias (METODOS I y II, apartado /
3.5.1), debido a su eficacia y mayor simplicidad, coinci
diendo con la opinidén al respecto expresada por Beljaars
et al., (1.975). No obstante, hemos comprabado que el Mé-
todo BF (A.0.A.C., 1.980) utilizado por Scott y Kennedy

(1.973) para pimientas de Capsicum (METODO I, apartado /
3.5.1) presenta todavia ciertos problemas de interferen-
cias en el posterior andlisis cromatogréfico, especial--
mente al analizar pimentdn, y que sn esta especia resul-
ta mds conveniente la etapa de limpieza en columna utili
zada en el Método CB (A.0.A.C., 1,980), aunque la metodo
logia resulta evidentemsnte menos rédpida (METODQ II, a——

partado 3.5.1).

Haciendo la salvedad indicada an las limita—-—
ciones inherentes al muestreo (apartado 5.1-22), de los
resultados obtesnidos al analizar las 220 muestras de es-
pecias, reunidos en el apartado 4,2.2, podemcs concluir
que la contaminapién nor aflatoxinas de las especias es-
tudiadas es baja: 8,18 ¢ del total de las muestras, Sin
embargo, esta incidencia es nula en la mayoria de las es
pecias analizadas, y aumenta considerablemente en tres /

de ellas {(pimienta blanca: 16,56 %; pimienta de Cayena:/
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caso del pimeAtén (8,33 %). En cualquier forma, las can-
tidades de aflatoxina que hemos detectado son psquefias /
(wver TABLA VII), con un mdximo de 41 pg./Kg. de aflatoxi
na total en una muestra de pimentédn.

Estos resultados son bastante coincidentes /
con los citados por Beljaars et al. (1,975), Suzuki gt /
al, (1.973), Scott y Kennedy (i.973), Christensen (1.972)
etc.,, y de ellos podemos inferir que si Bien la contamia
nacién por aflatoxinas de Ias especias en general no pa-
rece presentar un peligro potencial inmediato para la sa
lud del consumidor directo de estos productos, la consta
table frecuencia de aparicidn de estas micotoxinas en es

pecias concretas (pimientas y pimentdn, especialmente),

y la coincidencia de elevados recuentos de Aspergillus /

/

del grupo flavus an ellas son circunstancias que hacen
recomendable el control analitico de sstos productos,
Asimismo, y ante la variabilidad de los resul
tados publicados por diversos autores, incluidos los ob-
tenidos en nuestro estudio, seria deseabls la realiza———
cién de un estudio exhaustivo, preferentemsnte con la /
participacién de distintos laboratorios, basado en un [/
muestreo mids extenso de, al menas, aquellas especias més

significativamente contaminadas por micromicetos poten-—-

cialmente toxigénicos, y dirigido a la investigacién glo
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metabolitas tdxicos, con el fin de proceder, a partir de
los resultados obtenidos en su conjunto, a una evalua——-—

cién higiénico-sanitaria mds concreta de dichos produc——

tos.
Por otra parte, Beljaars et al.(1,975) y Suzu
ki et al.(1.973) mencionan la presencia de aflatoxinas /

en nuez moscada, significativa en cuanto al elevado ndme
ro de muestras contaminadas (que supera el 60 % de las /
muestras analizadas por estos autores), aunque tambidn /
en cantidades poco elsvadas., En nuestro estudio, todas /
las muestras de esta sspecia que hemos analizado han da-
do resultado negativo, -si bien hay que hacer constar que
la totalidad de nuestras muestras era de nusz moscada en
tera mientras que en el céso de los autorss citados to=——
das las muestras aflatoxina—positivas eran de nusz mosca
da molida. Este dato parece gquardar estrecha relacidén /
con la contaminacién fdngica destectada por diversos auto
res en esta especia, Asi, MiUller (1.981) cita recuentos

entre 700 y 46,000 col,/gr., mientras que nuestros resul
tados sobre nuez moscada entera oscilan entre 0 y 40 col,
/or. Parece svidente qus el praocaesamiento o manipulacidn
industrial de esta especia (molienda, almacenamiento,...)

iene gran influencia en su contaminacidn por micromice-

tos, incluso por cepas aflatoxigénicas.
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llevado a cabo sobre cepas productoras de aflatoxinas en
cultivos de laboratorio, como indicamos en los apartados
3.5.2 y 4,2.3 lo hemos concretado en las numerosas cepas
aisladas, del conjunto de especias analizadas, que iden-

tificamos como pertenscientes al grupo del Aspergillus /

flavus, capaces "a priori" de ser productoras de aflato-

xinas: A. flavus Link y A. parasiticus Spears.

En la bibliografia se citan numerosos medios
de cultivo utilizables en la evaluacidn de la capacidad
aflatoxigénica de cepas pertenecientes a las especies ci
tadas. En algunos casos, la produccidn observada en es——
tos mediPs es mayor que la detectada sobre el MEDIO APA
que nosotros hemos empleado (apartado 3.5.2), especial-—
mente en medios de cultivo a base de cacahuete, maiz o /
trigo (Wicklow st al., 1,981; Mateos et al,, 1,982; Mate
os y Sudrez, 1.983), e incluso cepas designadas como no
productoras de aflatoxinas saobre MEDIO A.P.A. han resul-=
tado productoras al cultivarse sobre estos mediges. A pe-
sar de todo ello, en nuestro estudio hemaos utilizadao el
MEDIO A.P.A., propuesto por Hara et al. (1.974), con la
variante de sustituir el licor de macerado de maiz por /
extracto de levadura, principalmente por dos razones:

l2) La fiabilidad del MEDIO A.P.A. en lo que

se refiere a la NO produccidn de falsos positivos, dato
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breestimaciones en nuestros resultados.

22) La facilidad y constancia en la reproduc-
cién de la experisncia, al tratarse de un medio semisin-
tético qus, a efectos, puede considerarse précticamente
como sintético., Con ello evitamos en lo posible la varia
cién en la respussta de las cepas ensayadas, algo diff{--—
cil de asegurar al utilizar medios de cultivo naturales
debido a la posible variabiilidad de los componentes inhg

rente a todo medio natural,

Por otro lado, de la observacidn a la luz [/
U.,V, de 254 y 366 nm. de las placas con MEDIO A.P.A. ing
culado con las cepas a ensayar, sistema propuesto por Ha
ra et al, (1,974) como rdpido y eficaz, no obtenfamos /
buenos resultadeos en cuanto a interpretaciones fiables /
de positivos y negativos, por lo que decidimos rsalizar
como parte del ensayo rutinario el andlisis quimico del
medic de cultivo y el micelio crecido durante el periodo
de incubiacién en oscuridad.

De los resultados que obtuwvinmos tras el ensa-
yo de las 296 cepas aisladas pertenecientes a Aspergi--—-
llus del grupo flavus (reunidos en las TABLAS VIII, IX y
X, vy en el apartado 4,2,3), podemos concluir que:

# Segdn se resume en la TABLA VIII, el porcenta
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(107 de 285 cepas ensayadas) para A. flavus, del 33,33 %

(1 de 3) para A. flavus var, columnaris y del 25,00 % (2

de 8) para A, parasiticus.

Estos resultados son algo mds elesvados que [/
los mencionados por Hadlok (1.870) en su estudio sobre /
153 cepas de A, flavus aisladas de pimienta negra, donds
las cepas aflatoxigénicas contitufan el 30 ¢ de las ensa
yadas,

La mayorfa de las cepas de A. flavus que he--
mos detectado como aflatoxigénicas en nuestro estudio de
laboratorio producen simultdneamente aflatoxinas B, v B,
(70,09 <), En menor propercidn se encuentran las cepas /
que producen aflatoxinas B, (27.10 %), B,» By, Gy v G, /

(1.87 %) y B, (0.93 %), En el caso de A, flavus var, co-

lumnaris, la cepa toxigénica hallada produjo aflatoxinas

Bl y 82, mientras que de las dos cepas de A. parasiticus

detectadas como aflatoxigénicas, una produjo aflatoxina

B, v la otra aflatoxinas E,, B,y G, v G

1 2 1 2°

% En los resultados resumidos en la TABLA IX se
observa que A. flavus se aisld en 124 muestras del total
de 220 muestras estudiadas (56,36 %), si bien este resul
tado pueds ser desglosado en dos partes: por un lado, ds
las 100 muestras de 27 especias heterogéneas analizadas

se aisla A. flavus en tan sdlo 34 de ellas (34.00 %), /
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analizadas, se aisla A. flavus en 90 de ellas (75,00 %).

En cuanto a la distribucidn de la pressncia /
de cepas aflatoxigénicas en las sspecias, aparecen en el
33,18 ¢ de las 220 muestras totales y en el 58.87 ¢ de /
las 124 muestras en las que se detecta presencia de A, /
flavus. En el caso del pimentén, estos porcentajes de a-
paricidn de cepas aflatoxigénicas aumentan relativamente
situdndose en 8l 54,17 ¢ de las 120 muestras analizadas
y en 8l 72,22 % de las 90 muestras en que se detecta pre
sencia de A, flavus, Para el conjunto de las restantes /
27 especias heterogéneas, los porcentajes disminuyen no-
tablemente, estableciéndose en sl 8,00 % de las 100 mues
tras analizadas y en el 23,53 ¥ de las 34 muestras en /
las que se detecta A, flavus, respectivamente,

En lo que se refiere al A, parasiticus, los /

resultados obtenidos son algo inferiores a los expresa—-—
dos para A, flavus, datalldndose también en la TAZSLA IX.
sk Al estudiar por separado las 51 muestras de /
pimentdn procedentes de la zona productora de Murcia vy /
las 69 muestras de pimentdn procedentes de la zona pro—-
ductora de Cdceres (TABLA X) se observa que:
l,- Existe una mayor frecuancia en la apari——
cién de A. flavus en el pimentdn procedente de la zona /

productora de flurcia que en el de la zonza productora de
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respectivamente).
2.~ Las muestras de pimentén en las que se de

tecta A, parasiticus son todas procedentes de la zona /

productora de Cdceres.

3.=- El1 porcentaje de muestras totales con ce-—
pas productofas de af’latoxinas es muy superior en las /
muestras procedentes de la zona de Murcia (74.51 %) que
en las procedentes de la zona de Bdceres (39.13 %), difsg
rencia que se mantiene, si bien en menor grado, al compa
rar tan sélo aqusllas muestras en las que se aisld pre—
viamente A, flavus (84,44 % y 60,00 %, respectivaments).

Aunque, en cualquier caso, la proporcién de /
muestras en las que ss detectan cepas aflatoxigénicas as
notable, en estas significativas diferencias pensamos /
que influye fundamentalmente la diferents temperatura am
biental media que existe an ambas zonas productoras, mds
elevada en la zona murciana y mds préxima a las tempera-
turas dptimas de crecimiento y produccidn de toxinas de
estos hongos (apartado 2,2. TOXICIDAD).

Por (ltimo, y dentro de las 59 muestras de pi
mentén procedentes de la zona productora de Cdceres, en-—
tre los difersntes tipos de pimentdn sstudiados (dulce,
picante y ocal) presenta una mayor incidencia de mues——-

tras con presencia de A. flavus el pimentdn dulce que el
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tivamentse). Asimismo, es mayor en el pimentdn dulce la /
frecuencia de muestras ﬁortadoras de cepas aflatoxigéni-
cas (44.00 % por 34.48 % y 40.00 %, respectivaments). /
Coincidentemente, todas las muestras portadoras de A. pa
rasiticus (5 del total de 69 muestras analizadas) sran /
de pimentdén dulcs.

0

Ante sl conjunto de resultados que hemos obtenide /

al estudiar las cepas aisladas de Aspergillus del grupo

flavus productoras de aflatoxinas en cultivos de labora-
torio, y principalmente los obtenidos en el caso de la /
espesaia mds intensamente musstreada, sl pimentdn, quisig
ramos resaltar la potencial peligrosidad sanitaria que /
puede representar la incorporacidn de especias fuertemen
te contaminadas por micromicstos potencialmente micotoxi
génicos a productos alimenticios (con un cierto parale——
lismo con la derivada de la incorporacidn de féculas con
taminadas por mohos potencialmente micotoxigénicos o sus
metabolitos tdxicos a preparados alimenticios o farmaceu
ticos, aspecto ya citado por Sudrez e Ylla-Catald (1,977)
y Sudrez et al.(1.977)). En ciertos productos alimenti--
cios, sus propias caracteristicas como sustratos para el
crecimiento fdngico, por un ladc, y condiciones ambienta

les favorables a dicha proliferacidén (principalmente du-—
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to prolongados de tales alimentos), por otro, pueden fa-
vorecer la acumulacidén én ellos de metabolitos téxicos,

hipétesis de trabajo desarrollada en estudios de labora-
torio por diversos autores que ofrece resultados experi-
mentales como los obtenidos por Lancilloti y Lucisano /

(1.971) que parecen apoyar esta posibilidad.

5.3.3.- Contaminacidén. Toxicidad. Importancia
sanitaria. Legislacidn.-

CONTAMINACION, -

Como indicamos en el apartado 5.3.1, la conta
minacidn micoldgica de las especias que hemos analizado
prasenta una gran variabilidad en cuanto a recuentos fidn
gicos, contrastando, en ambos extremos, la escasa o nula
contaminacidén observada en especias como ajo, cebolla, /
clavo, cldrcuma o vainilla y los elevados recuentos encon
trados en pimentdn, pimienta blanca, pimienta neqgra, men
ta, tomillo, oréganoc, romero, albahaca, "currcy" y sazona
dores en general.

A partir de nuestros resultados (TABLAS IV, V
y XX), coincidimos con otros autores al considerar que,
en conjunto, existe una notable contaminacién fdngica en
las especias analizadas. Consideramos que esta contamina

cidn viene dada, fundamentalmente, por flora de almacena
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a su recolsccidn, qgeneralmente por condiciones incorrec-—
tas de almacenamiento y manipulacidn hasta su envasado /
final, Esta opinidn la fundamentamos en el hecho de ais-
lar con gran frecuencia las mismas especies fdngicas en

especias totalmente diferentes y procedentes de hébitats
geogréficos muy distantes entre si., Por otra parte, la /
TABLA XXI refleja la gran asiduidad con que se aislan es

pecies de Aspergillus y Penicillium, que constituyen la

que podriamos denominar micoflora contaminante habitual
de las espascias, junto a otros géneros que se aislan con

cierta periodicidad: Mucor, Rhizopus, Cladosporium, Al-—

ternaria, Acremonium, Absidia, Trichoderma, ...

TOXICIDAD,-

Haciamos referencia, en el apartado 2.2, a la
posible existencia de mohos micotoxigén.icos y sus meta-
bolitos tdxicos en las especias, A este respecto, nues—-
tros resultados nos hacen considerar dos aspectos distin
tos:

# Por un lado, la contaminacidén por aflatoxinas
que hemos encontrado globalmente en las especias estudia

das es baja: tan sdlo hallamos presencia de estas micoto

xinas en el 8,18 % de las 220 muestras analizadas; ade--—

/

7

mds, y segln insistimos en 5.3.2, en la mayocriz de las
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en cuatro especias (pimienta blanca, pimienta de Cayena,
nimienta neqra y pimentdén) se puso de manifiesto la pre-
sencia de aflatoxinas, llegdndose incluso a tasas de in-
cidencia notables, aunque en cualquier casc en cantida--
des muy bajas que no llegaron a sobrepasar los 41 pg./Kg,
segln reflejamos en la TABLA VII, Estos ressultados son,
en general, coincidentes con los de otros autores (Bel—
jaars et al.,, 1,972, 1,975; Suzuki et al,, 1.,973; Scott
y Kennedy, 1,973; Christensen, 1,967, 1,972, etc.)., Sin
embargo, la discordancia de nuestros resultados con los
de otraos autores en ciertas especias (nuez moscada, por
ejemplo), y la escasa cantidad de musstras analizadas en
muchos casos, nos hace coincidir con Beljaars et al. /
{1.975) al considerar como conveniente un estudio inter-
nacional en profundidad para determinar la incidencia v
nivel de contaminacidén por aflatoxinas de los diversos /
tipos de especias,

#* Por otré lado, cremos que hay que resaltar el
aspecto concreto de la presencia de especies flngicas pg
tencialmente micotoxigénicas en las especias (ver aparta

do 5.2.1, pdg, 125), Des todzs ellas, es significativa la

tundante presencia de Aspergillus flavus en las diferen

tes especias estudiadas, con frecuencias de aparicidn en

las muestras recogidas que alcanzan el 55,38  para la /
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tén y el 34,00 % para el grupo heterogéneo de 27 espe-—-—
cias restantes. Ademds, el estudio de laboratorio reali-

zado en las cepas de Asperqillus del grupo flavus ( A. /

flavus y A. parasiticus) aisladas, detallado en el apar-

tado 4.2.3 y comentado en 5.3.2 (296 cepas en total; TA-
BLAS VIII, IX y X), proporciond tasas de hasta un 37.54
% de cepas productoras en el caso del A. flavus, resulta

do algo mds elevado que el citado por Hadlock (1.970).

IMPORTANCIA SANITARIA.-

Nuestros resultados zpuntan a que en las espe
cias, en genaral, existen deficiencias en cuanto a las /
condiciones higiénicas de los productos, refiriéndonos /
concretamente a la contaminacidn micoldgica, ya que los
recuentos son superiores, en un alto porcentaje de casos,
2 los admitidos como aceptables por organismos interna—-
cionales (I.C,M.5.F.).

En lo concerniente a la importancia sanitaria
de los resultados que hemos obtenido en nuestrec estudio,
la incidencia y nivel de contaminacidn por aflatoxinas /
detectados en los andlisis, junto a2 la forma habitual de
utilizacién de estos productos alimenticios, nos inclina
a pensar que no existe un riesgo sanitario directo para

el consumidor,
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mos obtenido en el estudio de cepas aflatoxigénicas no /
han encontrado una relacidn paralela con la presencia de
aflatoxinas en las especias estudiadas, creemos que hay
que considerarlos significativos ante la circunstancia /
comentada en 5.2.2 de que las sspecias se adicionan, en
muchas ocasiones, a diversos productos alimenticios para
comunicarles caracteristicas organolépticas particulares
(jamén, embutidos, adobos, quesos, sopas, salsas, etc.),.
£n el casc factible y real de que estos alimentos asi "i
noculadaos" con propdgulos de cepas fdngicas potencialmen
te micotoxigénicas, permansezcan en periodos de nadura=——-—
cibén o almacenaje prolongados y en condiciones apropia=—
das para la proliferacién fdngica, creemos que hay qus /
considerar la posibilidad de la produccidn de micotoxi——
nas que podrian ser vehiculizadas en el alimento hasta /
el consumidor final. A este respsecto, citamos la expe~—-
riencia de Lancilloti y Lucisano (1,971) al inocular pro
ductos cérnicos con cepas aflatoxigénicas, llegdndose a
producir en estos alimentos hasta 20,000 ppb de aflatoxi
na B

l.

——O———
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Por dltimo, queremos referirnos brevemente al
hecho de que en general la legislacién internacional, y
la legislacién espafola vigente en particular (apartado
1.1), no contemplan, en sus especificaciones microbioléd-
gicas sobre especias y condimentos, el andlisis micoldgi
co como una de las especificaciones del control microbip
l6gico rutinario de estaos productos. Sin emba;go, @xXig—-
ten recomendaciones de diversos autores e incluso orga—-
nismes internacionales (I.C.M.,S5,F., por ejemplo), a las
que nos sumamos a la vista de nuestros resultades, que /
indican la conveniencia de ejercer este control.

Hay que hacser mencign, por otra parte, de la
gran variabilidad que hemos apreciado en los resultados
obtenidos al estudiar las difarentes especias (en los rg
cuentos flngicos, sobre todo), coincidente con la reqis-
trada por distintos autores ya citados. £ste hecho ha /
llevado a Schwab et al, (1.982), entre otros, a conside-
rar la conveniencia de establecer criterios microbiolégi
cos especificos para cada producto o grupo de productos,
m&s que un s8lo criterio o grupo de critserios para todas
las especias, Aunque, efectivamente, puede ser una posi-
bilidad a considerar, en el estado actual de conocimien-
tes y anta el hecho de que bajo la denominacidn de ESPE-

CIAS se reune a un numercso y heterogéneo grupo de pro—-
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tative", segln expresa la propia legislacidn espaffola al
respecto, nuestra opinidn es que pusden astablscerse cri
terios vdlidos para el conjunto de los productos implica
dos, con un fin homogeneizador del control, siempre que

se establezcan sobre unas bases analiticas amplias qus /
tomen los resu;tados obtenidos para las especias més con
flictivas como guia para el establecimiento de un crite-—
rio legislador cumplible, sin renunciar por ello al ri--
gor necesario que conlleva la importancia sanitaria del

criterioc y el posible riesgo para la salud del consumi--—-

dor.
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En relacidn con el apartado 2.3, en que hacig
mos mencidn expresa de los objetivos e interds de nues——
tro estudio, podemos establecer brevemente las siguien—-—
tes conclusiones:

-— En términos generales, la contaminacién /
fingica de las especiasy condimentos puede considerarse
relativamente slevada. Esta contaminacidn alcanza sus co
tas maximas en especias concretas: pimienta blanca, pi--
mienta negra, pimentdn, tomillo, orégano, menta, albaha-
ca, hierbabuena, apio, laurel, cominos y "curry". (TABLA
XX).

— Para averiguar el grado de contaminacidén /
fdngica en especias cansideramos que el método de recuen
to en placa a partir de una sola dilucidn es mas iddneo
que el método de recuento que ajusta la recta de regre—-
sidn a los recuentos de colonias de todas las diluciones
y a los correspondientes valores de éstas.

—— Los hongos aisladns en los productos obje-
to de estudio son, en su gran mayoria, especies ubicuas
que habitualmente se incluyen en la denominada flora de
almacenamiento.

—— La micoflora dominante en los productos es

tudiados la constituyen, principalmente, especies perte-
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dos por Mucor, Rhizopus, otros Zygomycetos (Absidia, Eir

cinella), Cladosporium, Alternaria y Trichoderma (TABLA

XXI. FIGURA 2).
-~ La micoflora encontrada en el pimantén /
muestra maximas frecuencias de aparicidn en las especies

del género Aspergillus, sequido de Penicillium, Mucor y

Rhizopus. A considerable distancia, podemos citar los gé

neros Cladosporium, Absidia, Alternaria y Circinella (Tﬂ

BLA XXI. FIGURA 3).

— Al estudiar la frecuencia de aparicidn de
las especies incluidas en los géneros dominantes, llega-
mos a la conclusidn de que las especies fldngicas que con
taminan habitualmente las especias y condimentos son: A.
flavus, A. niger, A. phoenicis, A. ficuum, A. tamarii, /

A. versicolor, A. oryzae, A. ochraceus, A. awamori, A. /

fumigatus y A. nidulans, en cuanto al género Aspergillus,

y P. verrucosum var. cyclopium, P, chrysogenum, P, brevi

——

compactum, P, frequentans, P. roqueforti y P. expansum,

por lo que se refiere al género Penicillium (FIGURAS 4 v

5).

— En la micoflora del pimentdn se observa /
una distribucidn de especies semejante a la anteriormen-
te citada, con predominio de las especies incluidas den-

tro de los grupos del A, flavus (A. flavus, A. famarii,
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nicis, A. ficuum, A, awamori), seguidas por A. versico--

lor, A. ochraceus y A. fumigatus. En cuanto al género Pe

nicillium, los aislamientos mds frecuentes pertenecen a

las especies P. verrucosum var. cyclopium, P, chrysoge--

num, P. brevi-compactum y P. roqueforti (FIGURAS 6 y 7).

-- Existen diferencias significativas entre /
las micofloras contaminantes de pimentonss procedentes,/
respectivamente, de las zonas productoras de Cdceres y /
Murcia. En general, podriamos concluir que la flora fdn-
gica aislada en pimentones procedentes de la zona cacere
fia es mds variada que la aislada en pimentones proceden-—
tes de la zona murciana. Asi, se aisla un total de 14 gé
neros en muestras procedentes de Cdceres por 12 en las /
procedentes de Murcia, aunque el dato es mds significati
vo al considerar los dos géneros dominantes, ya que se /

aislaron un total de 18 especies de Asperqillus en mues-

tras procedentes de la zona de Ciceres por 1l especies /
de dicho género en muestras procedentes de la zona de /
flurcia, y 15 por 7, respectivamente, en el caso del géng

ro Penicillium. Ademds, existen notables variaciones en

las frecuencias de aislamiento de géneros y especies con
cretas entre ambas zonas productoras, como discutimos en
5.2.2 (FIGURAS B8 y 9).

-— La influencia de la contaminacidén fdngica



procedentie de 1a8 20NasS gulOCldnasS ds proauccion de L1as
especias no guarda relacidn directa con la micoflora con
taminante de estos productos en etapas posteriores, fun-

damentalmente en la comercializacién, al menos en el ca-

' so aoncreto del pimentén.

-~ Salvo casos particulares (como puede ser /
el clavo de especia), la accidn antimicrobiana de las es
pecias en general no tiene demasiada influencia sobre el
grado de contaminacidn fdngica de estos productos, ni /
tampoco sobre la seleccidn de las especies contaminantes,
como ocurre, como ejemplo definitorio, con los datos re-
gistrados sobre las muestras de tomillo estudiadas. (TA=-
BLA XX).

-~ Es destacable la elevada frecuencia de aig
lamiento de cepas pertenecientes a especies fldngicas po-
tencialmente productoras de micotoxinas, principalmente

de aflatoxinas., Concretdndonos al caso mds significativao,

A. flavus se aisla en el 56,36 % del total de muestras a

nalizadas y en el 75 % de las muestras de pimentdn (con
un mdximo de frecuencia del 88.28 ¢ para las muestras de
pimentdn dulce procedentes de la zona productora de fur-
cia). (TABLAS IX y X).

—-—- Estudiada la distribucidn de cepas produc-
toras de aflatoxinas en cultivos de laboratorio (punto /

discutido en 5.3.2), presenta frecuencias del 33.18 < pa

/=
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58.87 % de las muestras en que se detecta presencia de /

A. flavus), del 54.17 % para las muestras de pimentdén /

(el 72,22 % de las muestras con presencia de A, flavus)
y un mdximo del 74.51 % para las muestras de pimentdn /
dulce procedentes de la zona productora de Murcia (el /
B4.44 7 de las muestras en que se habia detectadn presep
cia de A. f‘lauusj (TABLAS IX y X).

—— Podemos concluir que la contaminacidén por
aflatoxinas. del conjunto de especias analizadas es rela-
tivamente baja (alrededor del 8 % del total de las mues-
tras). En general, la mayoria de las especias estudiadas
no presentan contaminacidn detectable por estos metaboli
tos tdxicos; sin embargo, la incidencia de tales toxinas
se incrementa notablemente sobre la media mencionada en
pimienta blanca, pimienta de Cayena y pimienta negra (Tg
BLA VII), seqln discutimos en 5.3.2.

Por otro lado, la cantidad de aflatoxinas de-—
tectada en las muestras positivas no es excesivamente e-
levada, con un mdximo de 41 mg/Kg.

-— Los datos Gltimamente comentados no pare--
cen guardar ralacidn directa con las elevadas frecuen——-—
cias de aparicidn resefiadas para especies fldngicas poten
cialmente micotoxigénicas (principalmente A. flavus), ni

tampoco con el porcentaje de cepas productoras de aflatg
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tudio, que superd el 37.5 % (TABLA VIII).

— La metodologia analitica que juzgamos mids
idénea para la investigacidén de aflatoxinas en especias
en general, y particularmente en aquellas que presentan
numerosas sustancias interferentes de los andlisis (in=
cluido el pimentdn) es la constituida por una estapa de /
extraccidn y limpieza del extracto segin el Método CB de
la A.0.A.C. (1.980), con resolucidn final del extracto /
por cromatografia en capa fina bidimensional, segln el /
Método de Scott y Kennedy (1.973) (FIGURA 1).

— La metodologia que hemos utilizado para la
invgstigacién de cepas productoras de aflatoxinas en cul
tivos de laboratorio sobre Medio A,P.A., modificado, basa
da en el método rdpido de Hara et al. (1.974), se revela
como fécilmente reproducible, eficaz y fiable, sobre to-
do si se utiliza como conclusidén del ensayo rutinario la
metodologia que proponemos sn nuestro estudio (apartado
3.5.2) basada en el andlisis quimico del medio de culti-
vo v el micelio crecido durante el periodo de incubacidn
en oscuridad.

—— Nuestros resultados indican que existen de
ficiencias apreciables en cuanto a las condiciones higig
nicas de las especias y condimentos en general, especial

mente acusadas en algqunos de estos productos, debido a /



gyueg 1d tLdoad de contaminacliydn rungia revasa, en mucnos /
casos, los limites admitidos como aceptables por organis

mos internacionales (TABLAS XI a XIX).
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TABLA I

Sustancias con accidn antimicrobiana cantenidas

en las especias.

ESPECIA COMPONENTES ACTIVOS
Anis Cresol, aldehide anisinico, ac. benzoicao.
Clavo Aceite de clavo, sugenol, ac, benzoico.
Pimentdn Capsaicina.
Aja Alicina, alistatina, acroleina.
Alcaravsa o y ¥y -terpineno, carvona.

(comino)

Muez moscada

Geraniocl, esugenocl.

Pimienta

Aceite de pimienta, piperina, piperidina,
citral.

Pimienta de

Eugenol, citral,

Jamaica

Tomillo Timol,a’—tarpinano, carvacrol.

Canegla Acaite de canela, aldehido cindmico, 4c.
benzoico, eugenol, citral.

Cebolla Esencias alilicas, de butile, de crotdn,

feniletilmostaza.




condimentos, segun Miller (1.981).

CARGA MICROBIANA/GR. ALIMENTD

CONDIMENTO

Tomillo
Cansla
Cebolla fresca

Mezcla de sspeciag
para smbutidos

35000-2700000

8000~-28000000

2000-38000

61000-5000008

BACTERIAS DEUTEROMICETOS
- Ajedrea 4000-1480000 0-450
"Curry” 23d00-17000000 0
Clavo 200-33000 10-100
Jengibre 2500-60000 200-20b0
Cardamomo 6000-700000 100-230
Ajo frescao 4500-~35000 o
Comino 2000-9000000 300-40000
Hoja de laurel 10000~100000 350-150000
Mejorana - 11000-7600000 300-2500
Nuez moscada 1000-152000 700-46000
Pimentdn picants 412000-11600000 | 0-1200000
Pimantdn dulce 8000-2700000 l10-5000
Pimisnta negra 100000-704000000( 10-1300000
Pimienta blanca |1000-2900000 360—9000
Pimienta Jamaica {10000-6000000 2000-100600
Salvia 11000-~270000 260-20000
Granos de mostaza |[500-6000 10-700

12G600-30000

100-60000

0-30

750-1300




TABLA III

Contaminacidn flngica de espsecias y con-

dimentos, sagdn Jay (1.978).

CONDIMENTOS

N2 microorganismaos/Gr. muestra ssca

MOHOS Y LEVADURAS

Hojas laurel
Clavo

Salsa "curry"
Mejorana
Pimentdn
Pimienta
Salvia
Tomillo
Cdrcuma

Hojas apio
Hojas cebolla
Cebolla picada
Ajo picado

Polvo de ajo

3312

5

71-76

4899-18197

2291-30200

15-251

10

8318-105965

1-71

80-200

1

15

80

76
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dae aJuestira

Una sola dilucidn

{
Recta de regresidn

101
102
103
104
105
106
107
108
192
193
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
194
195
196
137
198
199
147
148

3.230
3730
260
280
23.300
12.300
3.000
1.930
270
520
1.900
680
1.900
70
10.700
1.600
1.3C0
3.850
1.450
1.500
19.000
26.500
4,500
5.000
2.100
1.150
2.850
2.4C0
1.C00
1.100
700
600
70
900
0
1.900
1.950
L ,500
9.800
230
190
70
28.000
1.350
225.000
7.150
1.300
0
25
50 .
Lf"loo
135,C00
2C0
35
36,000

14,894
11.927
36.960
387.450
1.508.000
9.752.000
26.166

18

Los

221

3.175

222
71.428
166.667
855

481

2.268
26.316
994
1.250.000
1.0C0.000
90.909
263.158
385

10897
2.150
2.174

937

2.203

9k9
334
227.773

216
2.932
4,739

41,667
50.C00
31

22

104
90,909
L35
232.558
11.494
1.034

10.417
666.657
633

116

53.823




TABLA VII

Andlisis de aflatoxinas en especias. Resultadocs.

ESPECIA N2 MUESTRAS N2 MUESTRAS AFLATOXINAS
ANALIZADAS POSITIVAS DETECTADAS
Pimienta blanca 6 1 (16,66%) B,-
(7 pg./Kg.)
Pimienta de Cayena 5 2 (40,00%) Bl.
| (9 a2 17
Hg./Kg.)
Pimienta neqra 12 5 (41,66%) Bl, 82 y Gl.
(5 a 27
Hg./Kg.)
Pimentén 120 10 ( 8,33%) Bl, 82, Gl Y
GZ'
(6 a 41
Hg./Kg.)
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flavus y A, parasiticus en pimentdn.

Cepas productoras de aflatoxinas.
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N° MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10"col; 8 6.67
0=10'col, |© 81 6750
“ar '
4
> 10°col ;. 31 25.83

PIMENTON (120 muestras).

N® MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10%col; 5 9.80
= 38 7451
10-10"col ;. .
8 15.69

4
>10 COIér.

PIMENTON MURCIA (51 muestras).

N°® MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10 colér 3 435
2_ 04
10-1 COl@I: 43 6232
4
> 10 col./gr 23 3333

PIMENTON = CACERES(6S muestras)




N° MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10 co%}t 5 6.58
2,k
10-10 col/g . 54 71.05
. "
>10 COL/gx: 17 22.37

PIMENTON DULCE (76 muestras).

N° MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10"col,g 3 1034
10-10° col 20 5897
| Cco /Q ", 3

[’ .
> 10" col 6 20.69

PIMENTON PICANTE (29 muestras).

N®* MUESTRAS

°/lc MUESTRAS

2
0-10 col/gﬁ 0 0.0
02_ 4
10-10 col@ c 7 4667
4
>10 COl@r. 8 5333

PIMENTON OCAL (15 muestras).




LINAR B LA 4 LA d IV A ae o e P v bed SN e WYY Nl b TN Ve "MW

investigadas de pimentdn dulce segdn los crite——

rios microbiocldgicos de la I.C.M.S.F. Comparacidn

entre zonas productoras.

N° MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
0-10"col ;. 5 9.80
10-10" 38 7451
Cobén .
, :
> 10'coly 8 5.69

PIMENTON DULCE MURCIA(SImuestras).

N° MUESTRAS

°/e MUESTRAS

2
O 10 COB@K 0 0.0
2 4
10-10 CO['/gt: 16 64.0
4
>10 COL/gr 9 36.0

PIMENTON DULCE CACERES(25muestras)




TABLA XIX. Distribucidn de las muestras

investigadas de espescias, excepto el pi-"

mentdn, segln los criterios microbioldgi

cos ds la I,

C.M.S.F.

N°® MUESTRAS |%s MUESTRAS
o_-xozco%n 38 38.0
102-101'co%n 31 31.0
>10‘co%n 31 310

ESPECIAS (excepto pimenton).

(100 muestras).




N2 organismos

N2 organis-

Ne organis-

TABLA XX /gr. muestra |mos/gr. ds |mos/gr. de
saca. muestra. mugstra.
Ajedrea 0-450
Ajo 76-80 o 0-800
Albahaca 1.800-72,000
Anis 600-3.200
Apio 80-200 120-21.000
Canela 100-60.000 0-5.200
Cardamomo 100-230
Cebolla 1-15 0-=30 0-90
Clave 5 10-100 0
Comino 300-40,000 300-38,000
Cdrcuma 1-71 0
"Curry" 71-76 g 0-80.000
Chile 0-80
Eneldo 140
Estragdn 120-1.800
Hisrbabuena 33.000
Jengibre 200-2.000 -
Laurel - 3.312 350-150,000 68.000
fMlejorana 4,899-18.197 | 300-2,500 2.200
Manta 300.000
flostaza 10-700
Nuez moscada 700-46.000 0-40
Orégano 80-76.000
Perejil . 0-80
Pimentdn 2.291-30,.,200 { 0~-1,200,000 0-30.000,000
Pimienta blanca 300-9.000 0-520,.000
Pimienta de Cayena 15-251 80-1.200
Pimienta de Jamaica 2,000-100,000
Pimienta negra 10-1.300,000 | 900-180.000
Romero 42.000-73,000
Salvia 10 260-20, 000
Tomillo 8.318-10,965 | 12.000-30,000{ 56.000-170,.000
Vainilla 0 :
Sazonadores 0-82.000
Mezclas para embutidos 750-1,300
RESULTADOS DE
JAY. MULLER. NUESTRO ESTU—
(1.978) (1.981) DIO.




Frecuencias de aparicidn de los géneros aislados:

Resultados comparativos entre especias totales mues

treadas, pimentdn y resto de especias muestreadas,

FRECUENCIAS DE APARICION

GENEROS AISLADDS | T0TA PF | prmewton | RESTR 9F
Absidia 5,45 % 8,33 % 2,00 ¢
Acremenium 3,64 % 1,67 & 6,00 %
Actinomucor 0,45 % 0,83 % 0,00 %
Alternaria 5,91 % 6,67 % 5,00 ¢
Aspergillus 80,45 ¢ 92,50 % 66,00 %
Aureobasidium 1,36 % 1,67 % 1,00 €
Cephaliophora 0,45 ¢ 0,83 % 0,00 &
Circinslla 2,73 % 4,17 % 1,00 %
Cladosporium 9,54 % 10,00 ¢ 9,00 ¢
Epicoccum 0,45 % 0,00 & 1,00 ¢
Fusarium 2,73 4 0,00 % 6,00 %
Mucor 41,82 % 58,33 < 22,00 ¢
Paecilomyces 1,82 4 0,00 % 4,00 %
Penicillium 57,27 4 61,66 % 52,00 %
Phoma 1,82 ¢ 1,67 % 2,00 %
Rhizopus 31,82 % 55,83 % 3,00 ¢
Scopulariopsis 0,45 4 0,83 % 0,00 %
Stemphylium 2,27 % 0,83 % 4,00 %
Syncephalastrum 1,36 % 1,67 % 1,00 %
Trichodarma 4,09 % 0,00 % 9,00 %
Trichotecium 0,91 % 1,67 % 0,00 %
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