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Resumen

En este estudio se aportan métodos rapidos de deteccidén fungica en alimentos como
alternativa al recuento cldsico, que permiten una mayor rapidez a la hora de analizar
muestras de alimentos. Este hecho disminuye considerablemente el tiempo de
inmovilizacién de los mismos permitiendo, por lo tanto, su rapida introduccién a
mercado.
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Asbtract

In this study fungal detection rapid methods are provided as an alternative to classic
colony counting, and it allows a higher speed when analysing food samples. This fact
reduces considerablely their storage time, allowing therefore, their fast introduction into

the market.
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INTRODUCCION

Los sistemas clasicos de recuento de hongos filamentosos y levaduras en
placa implican un tiempo de lectura que no debe ser inferior a tres dias. Este periodo de
tiempo, excede, sin duda del deseable para que el producto analizado pueda salir a
mercado.

Con el deseo de agilizar las analiticas micoldgicas en microbiologia
alimentaria, se han propuesto una serie de métodos que se resumen a continuacion.

METODOS QpiMIcos PARA CUANTIFICAR MASA FUNGICA. POSIBLE
CORRELACION CON LA PRODUCCION DE MICOTOXINAS

_ En los ultimos afios se han desarrollado métodos quimicos para cuantificar
la biomasa fingica presente en una muestra, que implican la deteccion y medida de un
componente especifico de los hongos, entre los que destaca principalmente el ergosterol
(Ride y Drydale, 1972; Seitz et al., 1977, 1979; Naewbanij et al., 1984; Lin y Cousin,
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1985; Matcham et al., 1985; Patel y Williams, 1985; Jarvis y Williams, 1987; Saxena et
al, 2001).

El ergosterol es un constituyente importante de la pared celular de la
mayoria de los hongos, siendo un constituyente minoritario de plantas superiores e
insectos (Nes, 1977; Weete, 1980).

Meétodo para la determinacion de ergosterol (Seitz v Mohr, 1992)

El método para determinar la concentracién de ergosterol podemos resumirlo
en:

1.- Se afiaden 40 ml de cloroformo y 10 ml de hexano por cada 10 g de producto.

2.- Se somete la mezcla a una agitacion en shaker orbital a 180 rpm durante 30 minutos.
3.- Se procede a la filtracién y recuperacién de 30 ml.

4.- Se afiaden 3 g de hidroxido potésico y se mantiene en bafio maria a 55-60°C durante
20 minutos.

5.- Se afiaden 5 ml de agua y se mezcla por agitacion.

6.- Se separan las fases y se recupera la fase de hexano

7.- Se realiza la extraccidén con 5 ml de hexano (x2)

8.- Se combinan los extractos y se evaporan en corriente de nitrégeno

9.- Se disuelven los extractos secos en metanol

10.- Se realiza una cromatografia en capa fina, utilizando como liquido de desarrollo
tolueno:acetona (99:1).

11.- Las placas desarrolladas se exponen a vapores de yodo durante 45 segundos y se
observan bajo luz ultravioleta.

Relacion entre la cuantificacion del ergosterol y la produccién de micotoxinas

Seitz et al.,, 1979 indicaron asimismo que el ergosterol no sélo puede se
considerado un indicador del crecimiento fingico sino que su deteccién cuantitativa
permite establecer una posible correlaciéon con la sintesis de micotoxinas. En este
mismo orden de ideas, Zill et al., en 1988 aportaron datos indicando que la formacién
de zearalenona se inicia cuando el nivel de ergosterol alcanza la concentraciéon de 50
mg/Kg e incrementa rapidamente en la fase de crecimiento estacionario que se
caracteriza por un descenso en el nivel de formacién del ergosterol.

Gourama y Bullerman en 1995 determinaron que la deteccion de
ergosterol puede ser un indicador de la produccion de aflatoxinas ya que en medio
solido la produccién de aflatoxina B; sigue el mismo patréon que la presencia de
ergosterol, en el caso de cepas de Aspergillus parasiticus.

Saxena et al, en el afio 2001 demostraron que la deteccién de ergosterol
puede ser considerado como un indicador rapido de la produccion potencial de
ochratoxina A en cepas de Aspergillus ochraceus NRRL 3174 y de Penicillium
verrucosum NRRL 3260.




Otros componentes fungicos

Matcham et al., en 1985 indicaron que ademads del ergosterol otros dos
constituyentes de los hongos pueden ser también utiles como indicadores de masa
fingica. Estos constituyentes son: quitina y lacasa. Sin embargo el ergosterol fue
definido, incluso por estos autores como el indicador més sensible ain en el caso de que
la concentracién de masa fingica sea minima.

En el afio 1982 Higgblom determind una relacién lineal entre el peso seco de
hongos y el contenido en glucosamina de los mismos.

OTROS METODOS

Los métodos inmunolégicos pueden representar una rapida alternativa a los
métodos clasicos y en este sentido se han propuesto diversos estudios encaminados a
proponer técnicas inmunoldgicas (Kamphuis et al., 1992; Lin et al.,, 1986; Notermans y
Heuvelman, 1985; Notermans er al, 1986 a y b; Notermans y Kamphuis, 1990;
Schwabe et al., 1992) que permitan detectar la presencia de hongos en alimentos.

Entre las técnicas indicadas podemos sefialar:

a.- Aglutinacion
b.- ELISA

En todos los casos -es fundamental la preparacién de anticuerpos
monoclonales que como indican Banks ef al. en 1994 pueden ser utilizados en un
ensayo de amplio espectro para detectar hongos de importancia en alimentos.

METODOS PARA IDENTIFICACION DE GENEROS Y ESPECIES

Los métodos cléasicos para la identificacién de hongos miceliares hasta nivel de
género y especie implica un buen conocimiento de las caracteristicas diferenciales de
cada género y el tiempo de desarrollo de las cepas propuesto por los especialistas para
su correcta identificacion oscila en general entre 10 y 14 dias.

Con el fin de facilitar y acortar el tiempo de clasificacién de los hongos
miceliares se han propuesto las siguientes metodologias:
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1.- Deteccion de metabolitos secundarios: micotoxinas y antibi6ticos
2.- Electroforesis de proteinas
3.- Andlisis de acidos grasos
4.- Método ELISA
Ej.: Ensayo para diferenciar especies del género Fusarium
5.- PCR y secuencias de ADN ribosémico
6.- Analisis de RLFP

7.- Micrométodos para identificacion de levaduras

1.- Deteccién de metabolitos secundarios: micotoxinas y antibi6ticos

La detecciéon de metabolitos secundarios elaborados y acumulados por hongos
filamentosos ha sido preconizada por determinados autores entre los que destacan
Frisvard y cols., como un pardmetro que facilita la identificacién de este grupo de
microorganismaos. '

El método se basa en el empleo de técnicas cromatograficas a partir de discos de
cultivo obtenidos en condiciones controladas a partir de las cepas en estudio.

El desarrollo de placas de cromatografia en capa fina, en condiciones pre-
establecidas, permite establecer perfiles especificos de micotoxinas y de metabolitos
secundarios a partir de los Rf establecidos.

También se pueden aplicar técnicas de HPLC.

2.- Electroforesis de proteinas
La electroforesis permite separar y diferenciar proteinas constituyentes de los
hongos y facilita el establecimiento de perfiles especificos que son utiles para la
identificacion de los mismos.
3.- Analisis de 4cidos grasos
Al igual que la bacterias, los hongos poseen una membrana citoplasmatica que

contiene entre sus componentes un 50% de acidos grasos. La caracterizacién de estos
componentes facilita la identificacién de cada cepa.




4.- Método ELISA
Ej.: Ensayo para diferenciar especies del género Fusarium.

5.- PCR y secuencias de ADN ribosémico
6.- Analisis de RFLP

7.- Micrométodos para identificacién de levaduras

Ej: API 20 Auxonograma
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