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I. INTRODUCCION

I.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos capaces de
crecer en una gran variedad de sustratos bajo las mas diversas condiciones ambientales.
Dichos compuestos presentan distintas estructuras quimicas y actividades biologicas,
contaminando con frecuencia alimentos y provocando respuestas toxicas en humanos y
animales.

Las micotoxinas son consideradas metabolitos secundarios porque no son
necesarias para el crecimiento fungico. Al presente no esta totalmente elucidada la funcion
de las mismas y se cree que protegen a los hongos actuando como un mecanismo de
defensa contra animales, plantas y otras especies fungicas que compiten en el mismo
medio ambiente (Smith y Moss, 1985).

Se pueden encontrar especies productoras de micotoxinas en los principales grupos
taxonémicos de hongos, pero el género Aspergillus es indudablemente uno de los mas
importantes. Entre las micotoxinas producidas por Aspergillus spp., ocratoxina A recibe
gran atencion en todo el mundo debido al riesgo que implica sobre la salud humana y

animal (Abarca ef al., 2001).

I.2. Ocratoxina A

[.2.1. Estructura

Las ocratoxinas son una familia de toxinas descritas quimicamente como acidos
orgéanicos débiles formados por una dehidroisocumarina unida por el grupo 7-carboxilo a
una molécula de L-B-fenilalanina mediante un enlace amida. La estructura quimica de la
OTA  (CyH3sCINOg) es:  (R)-N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-
benzopirano-7-il) carbonil]-L-fenilalanina (Moss, 1996) y puede observarse en la Figura
I.1.

Ocratoxina A (OTA) es la mas toxica de las ocratoxinas y su nombre deriva de A.

ochraceus que fue el primer hongo a partir del cual fue aislada (Van der Merwe et al.,



1965). Aunque fueron aislados de cultivos de laboratorio un amplio rango de derivados de
ocratoxina, usualmente sélo ocratoxina A y ocasionalmente ocratoxina B (que no posee el
atomo de cloro en la molécula de isocumarina), se han encontrado como contaminantes

naturales en productos vegetales (Moss, 1996).

Fenilalanina

Figura I.1: Estructura de ocratoxina A.

[.2.2. Toxicologia

OTA es principalmente nefrotéxica y sus efectos sobre el rifion han sido
demostrados en todas las especies de mamiferos investigados. Esta toxina produce
importantes pérdidas economicas en la industria porcina dado que los cerdos son muy
sensibles a sus efectos toxicos; en Dinamarca la nefropatia porcina ha sido bien
documentada por muchos afios (Smith y Moss, 1985). En los rumiantes la ocratoxicosis ha
sido raramente informada, presumiblemente por la habilidad de los microorganismos del
rumen para hidrolizar la OTA a la forma o no tdéxica por pérdida de la molécula de
fenilalanina. En humanos ha sido relacionada a la Nefropatia Endémica de los Balcanes
(Castegnaro et al., 1991; Puntari¢ et al., 2001), una enfermedad renal fatal presente en
areas del sudeste de Europa, y al incremento dréstico en el nimero de tumores del tracto
urinario superior en estas mismas areas (Castegnaro y McGregor, 1998) en las cuales se ha
detectado una alta incidencia en la contaminacion con OTA en los alimentos,

principalmente cereales, consumidos por la poblacién (Pittet, 1998).
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Si bien la OTA es principalmente una nefrotoxina, también ha sido informada como
cancerigena, teratogénica, inmunosupresora y potencialmente genotoxica (Smith y Moss,
1985; Krogh, 1987; Kuiper-Goodman, 1996).

La carcinogenicidad de la OTA en ratas y ratones ha sido bien establecida. La
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado a la
ocratoxina A como un posible carcinogeno humano (Grupo 2B) basado en la suficiente
evidencia de carcinogenicidad en estudios experimentales con animales y la inadecuada
evidencia en humanos (IARC, 1993).

Estudios que demuestran la presencia de la OTA en plasma humano en paises como
Dinamarca, Bulgaria, Japén (Akiyama et al., 1998), Canada (Scott et al., 1998), Croacia
(Peraica et al., 1998), Republica Checa (Malir et al., 1998), Italia (Pietri et al., 2001; Brera
et al., 2002) y Suiza (Zimmerli y Dick, 1995 y 1996) indican su distribucion cosmopolita.
También ha sido detectada en otros fluidos corporales como leche materna en Australia
(Apostolou et al., 1998) e Italia (Micco et al., 1996; Miraglia ef al., 1998).

En el hombre la OTA exhibe una toxicocinética inusual, ya que tiene una vida
media en sangre de alrededor de 35 dias después de una ingestion oral (Petzinger y
Weidenbach, 2002). Debido a esto, su deteccion en suero puede ser usada como indice de

exposicion de la poblacion a esta toxina (Codex Alimentarius Commission, 1998).

1.2.3. Incidencia en alimentos

Debido a la amplia distribucion de los hongos que la producen, la OTA se
encuentra presente en una gran variedad de sustratos. Los alimentos en los que mas
frecuentemente se ha encontrado OTA son los cereales como la cebada, trigo, centeno,
avena (Pittet, 1998), arroz (Jorgenssen y Bilde, 1996) y carnes de cerdo, patos, pollos y
derivados, debido al consumo de piensos contaminados (Jorgensen, 1998). Ha sido
informada también su presencia en otros sustratos como leche de vaca (Skaug, 1999), café
(Patel, 1997, Urbano et al., 2001), cacao (Tafuri et al., 2004), vinos suizos, alemanes e
italianos (Zimmerli y Dick, 1996; Otteneder y Majerus, 2000; Pietri et al., 2001), cerveza
(Jorgensen, 1998) y en pasas de uva (MacDonald et al., 1999; Romero et al., 2005). La

Tabla I.1 resume los datos de incidencia en diversos alimentos.



Tabla I.1. Presencia de OTA en alimentos

Introduccion

Sustrato Origen pols\?tlij\?:;;?;tal Rango* Referencia

Avieri Dinamarca 40/92 0,05-5,6 Jorgensen y Bilde, 1996
Reino Unido 6/21 0,1-2,2 MAFF, 1999

Cacao Italia 9/18 0,22-0,77  Tafuri et al., 2004
Brasil 33/34 0,6-6,5 Leoni et al., 2000
Brasil 39/135 0,2-109 Taniwaki et al., 2003

Café Cz‘madé 42/71 0,1-2,3 Lombaert et al., 2001
Dinamarca 11/11 0,001-3,2  Jorgensen, 1998
Espaiia 20/40 0,056-0,316 Lopez de Cerain et al., 2002
Reino Unido 81/100 0,1-8,0 Patel et al., 1997

Café verde Italia 17/29 0,2-15 Micco et al., 1989
Japén 14/47 0,1-17,4 Pittet, 1998

Carne de cerdo Dinamarca 64/76 0,001-1,3 Jorgensen, 1998

Cebadi Ale.:mania. 12/39 0,1-2,7 Pittet, 1998
Reino Unido 18/98 0,3-117 MacDonald et al., 2004

Centeno Dinamarca 256/616 0,05-121 Jorgensen et al., 1996
Dinamarca 21/21 0,001-0,160 Jorgensen, 1998

Cerveza Sudafrica 10/29 3-2340 Odhav y Naicker, 2002
Suiza 717 1-3,3 Zimmerli y Dick, 1995

Hierbas y especias Reino Unido 25/29 1,2-50,4 Patel et al., 1996

Jugo:deuva Brasil 14/48 0,021-0,100 Rpsa et al., 2Q04
Europa 8/11 0,4-31,1 Zimmerli y Dick, 1996

Leche de vaca Noruega 11/87 0,011-0,058 Skaug, 1999

Maiz Eslovenia 17/51 0,02-40 Puntari¢ et al., 2001

Méito Francia 8/11 0,01-0,461  Sage et al., 2002
Libano 27/47 0,011-0,221 El Khoury et al., 2006
Canada 108/153 0,1-26,6 Lombaert et al., 2004
Reino Unido 286/301 0,1-40,8 MAFF, 1999

Pasas de uva Turquia 179/264 0,026-54  Meyvaci et al., 2005
Argentina 37/50 1,4-14 Magnoli ef al., 2004
Argentina 8/11 0,11-0,39 Romero et al., 2005

Porotos secos Croacia 17/45 0,25-0,92 Domijan et al., 2005
Dinamarca 165/520 0,05-51 Jorgensen y Bilde, 1996

Trigo Eslovenia 74/92 0,02-160 Puntari¢ et al., 2001
Reino Unido 22/148 0,1-9.2 MAFF, 1999

Uvas frescas Portugal 3/4 9,5-115,6  Serra et al., 2005

Uva (pulpa congelada)  Brasil 2/16 0,021-0,035 Rosa et al., 2004
Argentina 2/12 0,028-0,042 Rosa et al., 2004
Brasil 6/25 0,028-0,042 Rosa et al., 2004

Viiio Chile 2/5 0,028-0,071 Rosa et al., 2094
Espaifia 20/40 0,056-0,316 Lopez de Cerain et al., 2002
Italia 82/96 0,001-3,177 Pietri et al., 2001
Libano 42/70 0,012-0,126  El Khoury er al., 2006

(*): ngl1™" opgKg™.

Si bien los cereales son la primera fuente de OTA en la dieta europea,

recientemente ha adquirido gran importancia su deteccion en productos derivados de uvas,

encontrandose que el vino es la segunda fuente de OTA para la poblacion europea (Codex

Alimentarius Commission, 1998).
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Desde la primera descripcion de la presencia de OTA en vino y zumo de uva
(Zimmerli y Dick, 1996) se han llevado a cabo numerosos estudios en diferentes paises,
principalmente en Europa, para examinar la presencia de esta toxina en vino y otros
subproductos de la uva.

Con respecto al vino se encontr6 que el porcentaje de muestras positivas, asi como
la cantidad detectada de OTA, siguen un gradiente decreciente del vino tinto al rosado y al
blanco (Zimmerli y Dick, 1996; Otteneder y Majerus, 2000; Lo Curto et al., 2004; Belli et
al., 2004c¢). Esta diferencia se atribuye al proceso de elaboracién del vino tinto, diferente al
del vino blanco. En la elaboracién del vino tinto se dejan en contacto durante unos dias la
piel y el jugo de la uva para extraer los pigmentos naturales. En este periodo se cree que se
produce la contaminacion por la toxina presente en la parte externa de la uva, donde se han
desarrollado los hongos (Bau, 2005). Por otra parte segin Otteneder y Majerus (2000) las
elevadas temperaturas y las condiciones aerobias presentes dentro de los tanques, antes de
proceso de fermentacion, favorecen la formacion de OTA. Ademads, los vinos blancos
sufren un proceso de clarificacion con arcillas, como bentonita o zeolita, que podrian
actuar como absorbentes de OTA (Bau, 2005). Los vinos dulces presentan concentraciones
de OTA mayores incluso que los tintos (Zimmerli y Dick, 1996; Pietri et al., 2001), al
realizarse una vendimia mas tardia para obtener una uva mas dulce. La cantidad de OTA
fue dependiente también de la latitud de la region productora, a menor latitud es mas
frecuente la presencia de la toxina y mayor la concentracion (Zimmerli y Dick, 1996;
Otteneder y Majerus, 2000; Pietri ef al., 2001; Stefanaki et al., 2003).

OTA puede contaminar otros subproductos de la uva ademas del vino, ha sido
hallada en jugo de uva (Zimmerli y Dick, 1996), vinagre (Markaki et al., 2001; Battilani et
al., 2006) y en pasas de uva (Mac Donald ef al., 1999; Stefanaki et al., 2003; Magnoli et
al., 2004; Romero et al., 2005). Las pasas de uva podrian ser una fuente importante de
OTA en la dieta de personas con altos niveles de consumo, especialmente los nifios, ya que
son comunmente usadas en los cereales de desayuno (Battilani ef al., 2004).

Desde la primera deteccion de OTA en muestras comerciales de café tostado
(Tsubouchi et al., 1988), se llevaron a cabo numerosos estudios en diferentes paises (Tabla
[.1). Los cafés solubles presentan mayor cantidad de OTA (Patel et al., 1997), aunque al
ser un producto mas concentrado, la cantidad de toxina ingerida en una taza de café

preparada a partir de café normal y de café soluble es similar (Slayne, 2000).



La presencia de esta toxina ampliamente distribuida en los alimentos, aun a bajos
niveles, constituye un riesgo importante a tener en cuenta debido a la contribucién conjunta

de los mismos en la ingesta diaria.

[1.2.4. Legislacion

El JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), propuso una
ingesta provisional semanal tolerable (PTWI) para OTA de 0,1 pgkg ~' masa corporal
(equivalente a 14 ng.kg ' masa corporal por dia) (Codex Alimentarius Commission, 2001).

En la Tabla 1.2 pueden observarse los limites fijados en la Comunidad Europea para
alimentos destinados a consumo humano. Los valores para cereales destinados al consumo

animal varian entre 100 a 250 pg.Kg ™ (Anénimo, 2006).

Tabla I.2. Niveles maximos de ocratoxina A permitidos en la Comunidad Europea

(Anonimo, 2005).

Ocratoxina A:

Productos contenido
ma'lximol (ng.Kg~
)
Cereales 5
Productos derivados de los cereales 3
Pasas de uva 10
Café 5
Café soluble 10
Vinos y derivados 2
Alimentos a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad 0,5
Alimentos dietéticos destinado a usos médicos especiales y 0,5

lactantes

Hasta el momento no existen regulaciones para esta toxina en nuestro pais.



1.3. Hongos productores de ocratoxina A

La ocratoxina A es producida por diversas especies de Aspergillus y Penicillium,

que junto con Fusarium, son los tres géneros mas importantes productores de micotoxinas.

1.3.1. Género Penicillium

Si bien se atribuy6 la produccion de OTA a varias especies de Penicillium, debido a
la complejidad taxonémica que presenta el género dichas especies no siempre fueron
correctamente identificadas. Tras las revisiones de Ciegler ef al. (1973) y Pitt (1987) se
asumi6é que la produccién de OTA por Penicillium spp. se restringia a Penicillium
verrucosum. Actualmente se considera la division de P. verrucosum en 2 especies
ocratoxicogénicas: P. verrucosum y P. nordicum (Larsen et al., 2001). Penicillium
verrucosum es el mayor productor de OTA en cereales almacenados en climas frios y P.
nordicum es el principal productor de OTA encontrado en productos carneos
manufacturados tales como salames y jamon (Frisvad er al., 2006).

Generalmente se considera que P. verrucosum es el responsable de la produccion
de OTA en zonas frias, mientras que la contaminacién por OTA en zonas mas célidas se

atribuye a especies de Aspergillus (Pitt y Hocking, 1997).
[.3.2. Género Aspergillus

Las especies ocratoxicogénicas dentro de este género estan incluidas
principalmente en las secciones Circumdati y Nigri, ambas pertenecientes al subgénero
Circumdati (Gams ef al., 1985).

1.3.2.1. Aspergillus Secciéon Circumdati

Ocratoxina A fue aislada por primera vez en Sudafrica en 1965 como un metabolito

de una cepa de 4. ochraceus (van der Merwe et al., 1965). Durante los afos siguientes



otras especies de Aspergillus de la seccion Circumdati (grupo del A. ochraceus) fueron
identificadas como productoras de OTA. A. alliaceus, también ocratoxicogénica, ha sido
recientemente removida de la seccion Circumdati y ubicada en la seccion Flavi (Bayman
et al.,2002).

Desde la primera descripcion de la produccion de OTA por A. ochraceus otras
especies de la seccion han sido encontradas como productoras de esta toxina: 4. cretensis,
A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. sclerotiorum, A. steynii, A.
sulphureus, A. westerdijkiae y Neopetromyces muricatus (Frisvad et al., 2004).

Recientemente ha sido demostrado que A. ochraceus consiste de dos especies, la
segunda y nueva especie produce grandes cantidades de OTA y ha sido descrita como A.
westerdijkiae. Muchos aislamientos previamente identificados como A. ochraceus,
incluyendo el aislamiento productor de OTA original (NRRL 3174), ahora han sido
identificados como A. westerdijkiae (Frisvad et al., 2004). Esta nueva especie es mayor
productora de toxina que A. ochraceus y es el principal responsable de la presencia de

OTA en granos de café en Brasil (Morello et al. 2007).
1.3.2.2. Aspergillus Seccion Nigri

Dentro del género Aspergillus la seccion Nigri es una de las mas importantes. Sus
especies se caracterizan por presentar colonias de coloracidon oscura, frecuentemente de
color negro, y conidiéforos uniseriados o biseriados. Su distribucion es mundial, siendo
especialmente abundantes en suelos de zonas tropicales y subtropicales (Bau, 2005).

La taxonomia de esta seccion es una de las mas complejas dentro del género
Aspergillus, y ha dado lugar a diferentes propuestas taxonémicas (Raper y Fennell, 1965;
Gams et al., 1985; Al-Musallam, 1980; Abarca et al., 2004; Samson et al., 2004). Los
errores en la clasificacion de las especies de este género se deben, basicamente, a que
muchas veces las diferencias descritas entre los distintos taxones son muy sutiles. Ademas
es comun identificar todas las colonias de Aspergillus de coloraciéon negruzca como A.
niger.

Al-Musallam (1980) en su revision de este grupo, los dividié en cinco especies
facilmente distinguibles entre si (4. carbonarius, A. ellipticus, A. heteromorphus, A.

helicotrix y A. japonicus) y el agregado A. niger formado por dos especies: 4. foetidus y A.



niger, esta Gltima dividida a su vez en seis variedades y dos formas. Dentro del llamado
agregado 4. niger es extremadamente dificil distinguir morfolégicamente una especie de
otra y por datos moleculares éste puede ser dividido en dos, tres o incluso cuatro taxones
de acuerdo a los diferentes autores (Kusters-Van Someren et al., 1991; Varga et al., 2000a;
Parenikova et al., 2000). Por lo cual, Abarca et al. (2004) en su revision de la taxonomia de
esta seccion, incluyen una clave sencilla en la que sélo consideran a las dos especies
uniseriadas (4. aculeatus y A. japonicus), a A. carbonarius y al agregado 4. niger. Samson
et al., (2004) describieron cuatro especies nuevas en la seccion, aceptando en total quince
taxones. Sin embargo solamente las cuatro especies mencionadas por Abarca ef al. (2004)
son relativamente comunes. El resto de las especies descritas son raramente observadas o
solamente existe un unico aislamiento.

Dentro de la seccion Nigri, A. carbonarius se puede diferenciar facilmente por sus
conidios de gran tamaifo, generalmente con diametros de 7-9 pum, y ornamentacion
equinulada (Figura 1.2). Las técnicas de RFLP del ADNr y ADNmt, y RAPD, permiten
diferenciar claramente 4. carbonarius del resto de las especies del agregado A. niger
(Parenikova et al., 2000, Varga et al., 2000a, Bau, 2005). En el afio 2006, Serra et al.,
describieron una nueva especie de la seccion Nigri aislada de uvas, como A. ibericus. Esta

especie es similar a A. carbonarius pero posee conidios de menor tamaiio.

En 1994 Abarca et al. describieron por primera vez la produccion de OTA por 4.
niger. Esta especie ha sido muy utilizada en la industria de alimentos como productor de
acido citrico y ademds es fuente de enzimas extracelulares. A pesar de haber sido
encontrada como productora de esta toxina mantiene la categoria GRAS (generally
recognized as safe) de la Food and Drug Administration (FDA) (Schuster et al., 2002).
Posteriormente otros autores observaron la produccién de la toxina en el agregado 4. niger
(Téren et al., 1996) y en A. carbonarius (Horie, 1995; Téren et al., 1996). Si bien A. niger
estd mas ampliamente diseminado que 4. carbonarius, un gran porcentaje de las cepas no
son ocratoxicogénicas. En el agregado A. niger el porcentaje de cepas productoras varia
segun lo encontrado por diferentes autores de 0 al 21 % (Accensi ef al., 2001; Abarca et
al., 1994, Teren et al., 1996; Heenan et al., 1998; Sage et al., 2002; Taniwaki et al., 2003;
Battilani et al., 2003; Serra et al., 2003; Romero et al., 2005; Bau et al., 2005b; Guzev et



a)

b)

f

Figura L.2: Aspergillus carbonarius. a) dibujo de conidiéforo y conidios (tomado de Al-

Musallam, 1980); b) conidiéforos, cabezuela y detalle de cabezuela y conidios.
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al., 2006; Goémez et al., 2006), sin embargo Da Rocha Rosa et al. (2002) observaron que el
30% de las cepas de A. nmiger provenientes de uvas cultivadas en Brasil fueron
ocratoxicogénicas y Magnoli et al. (2003) que un 43,1 % de A. niger var. niger aislados de
uvas argentinas producian la toxina. Por otro lado, en A. carbonarius este porcentaje es
muy superior y puede llegar al 100 % (Sage et al., 2002; Taniwaki et al., 2003; Battilani et
al., 2003; Serra et al., 2003; Romero et al., 2005; Bau et al., 2005b; Gémez et al., 2006).
Las cepas pertenecientes a la especie A. ibericus no producen OTA (Serra ef al., 2006). La
Tabla 1.3 muestra la distribucion de cepas ocratoxicogénicas de Aspergillus de la seccion

Nigri aisladas de alimentos en diferentes regiones geograficas.

Tabla 1.3. Distribucién de cepas ocratoxicogénicas de la seccion Nigri aisladas de

diferentes alimentos.

A. niger A. carbonarius
Pais Sustrato Cepas Porcentaje Cepas Porcentaje Referencia
aisladas  cepas OTA + aisladas  cepas OTA +
il o e0s 19 10,5 Abarca et al., 1994
balanceados
Australia  Pasas de uva 115 1,7 33 91 Heenan er al., 1998
Espaiia Uvas 18 100 -
Francia Uvas 73 0 15 93 Sage et al., 2002
Argentina Uvas 48 17 Sla gggga RS
Brasil Uvas 53 30 32 25 L e
ltalia Uvas 270 5 86 60 .
Portugal Uvas 294 4 39 97 Serra et al., 2003
Espaiia Pasas de uva 168 0,6 91 96,7 Abarca et al., 2003
Argentina Uvas 44 43 ;;[)%g:;noh shak;
Argentina  Pasas de uva 293 1 48 96 lzigagero et ol

Algunos estudios seflalan la produccion de OTA por parte de las especies
uniseriadas de la seccion (Battilani ez al., 2003; Dalcero et al., 2002; Magnoli et al., 2004),
aunque este hecho requiere confirmacion, ya que no son especies consideradas productoras
(Téren et al., 1996; Parenicova et al., 2001; Samson et al., 2004; Bau et al., 2005a;
Romero et al., 2005; Guzev et al., 2006).



Introduccion

En los ultimos afios numerosos trabajos han informado que las especies de la
Seccidn Nigri constituyen la micota predominante de uvas (Cabaiies ef al., 2002; Da Rocha
Rosa et al., 2002; Battilani et al., 2003; Serra et al., 2003; Bau et al., 2005b). La mayoria
de los aislamientos corresponden al agregado A. niger que, tal como fuera informado
anteriormente, presenta una baja proporcion de cepas productoras de OTA. Los
aislamientos de otras especies ocratoxicogénicas han sido escasos en este sustrato (Serra ef
al., 2003; Battilani ef al., 2003; Bau ef al., 2005b). Por lo tanto, la mayoria de los autores
coinciden en que A. carbonarius seria el principal responsable de la contaminacién con
OTA en uvas (Sage et al., 2002; Battilani ef al., 2003; Bau et al., 2005b) y en consecuencia
en el vino (Cabaiies ef al., 2002) y otros productos derivados (Varga y Kozakiewicz,
2006).

En estudios de micota de pasas de uvas, los “aspergilos negros™ fueron los mas
frecuentemente aislados (Abarca et al., 2003; Magnoli et al., 2004; Romero et al., 2005).
Estos hongos pueden crecer en las primeras etapas del secado ya que son muy resistentes a
las condiciones del mismo y ademas el color negro de los conidios los protegeria de la luz
del sol y la irradiacion ultravioleta, proveyéndoles de una ventaja competitiva en aquellos
productos secados al sol (Pitt y Hocking, 1997). A. carbonarius ha sido indicado como el
principal responsable de la contaminacion con OTA en pasas de uva (Abarca et al., 2003;

Magnoli et al., 2004; Romero ef al., 2005; Varga y Kozakiewicz, 2006).

1.4. Parametros que influyen sobre el crecimiento y la produccion de OTA

Una vez que la OTA se ha formado en un alimento es muy dificil removerla con las
multiples formas de procesado, y a su vez no se han obtenido resultados concluyentes con
los distintos métodos de detoxificacion estudiados (Moss, 1996; Scott, 1996). Por lo tanto
la mejor manera de evitar el riesgo de contaminacion con la toxina consiste en prevenir el
crecimiento fingico, para lo cual el conocimiento de las condiciones dptimas y limitantes
para el crecimiento y producciéon de OTA es indispensable.

Tanto el crecimiento como la produccion de micotoxinas son influenciados por el

genotipo del hongo y por el medio ambiente en el cual se desarrolla. Entre los principales



Introduccion

factores ambientales que condicionan el crecimiento fungico y la consiguiente produccion
de toxina se pueden mencionar la actividad de agua, la temperatura y el sustrato.

La influencia de estos factores sobre el crecimiento y la fisiologia de la produccion
de OTA ha sido principalmente estudiada en 4. ochraceus, aunque también hay datos
sobre P. verrucosum. Recientemente se ha comenzado a estudiar el efecto de diferentes

parametros en cepas de Aspergillus de la seccion Nigri.

[.4.1. Actividad de agua

El concepto fisico-quimico de actividad de agua (a,) fue presentado a los
microbidlogos por Scott en 1957 (Pitt y Hocking, 1997) y constituye una buena medida de
la disponibilidad de agua en el sustrato para los organismos que lo colonizan y pueden
crecer en €l. Por lo tanto, la a,, tiene una gran importancia tanto para el crecimiento de los
hongos como para la produccion de toxina.

La actividad acuosa se define como la relacion entre las presiones parciales del

vapor de agua de la muestra (p) y la del agua pura (po) a la misma temperatura:

p

a,=-"—

P

En muchas situaciones practicas este factor determina la estabilidad de los
alimentos o la contaminaciéon. De esta manera, el conocimiento de su influencia sobre las
especies fungicas hace posible la prediccion tanto de la vida media de los alimentos como
del tipo de micota contaminante.

Los hongos capaces de crecer a ay, por debajo de 0,85 son denominados xerofilicos
(Pitt y Hocking, 1997). En el caso de A. ochraceus se ha observado crecimiento a a, tan
bajas como 0,77-0,80 (Pitt y Hocking, 1997; Ramos ef al., 1998; Sudrez-Quir6z et al.,
2004). En P. verrucosum se ha descrito un minimo de a,, de 0,80 para el crecimiento
(Cairns-Fuller ef al., 2005).

Dentro de las especies de la seccion Nigri, se detectd germinacion de algunas cepas
de A. niger a valores de actividad de agua de 0,77-0,80 (Pitt y Hocking, 1997; Marin et al.,
1998). Vujanovic et al. (2001) detectaron crecimiento lento a 0,76, sin embargo otros

autores determinaron que el minimo valor para el crecimiento era 0,82 (Parra y Magan,
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2004). En relacion a 4. carbonarius el valor minimo de a,, descrito para el crecimiento es
de 0,88-0,90 (Joosten ef al., 2001; Mitchell et al., 2004).

El limite de ay, para la produccion de toxina siempre estd por encima del valor que
limita el crecimiento. A. ochraceus produce OTA a partir de 0,83 a 0,90 de a,, dependiendo
de la cepa, con un 6ptimo de 0,95 a 0,99 a,, (Northolt et al., 1979; Suarez-Quir6z et al.,
2004). P. verrucosum la produce a partir de 0,83 a 0,86 a,, (Northolt e al., 1979; Cairns-
Fuller ef al., 2005) con una produccion maxima de 0,90-0,99 de acuerdo al sustrato
(Northolt et al., 1979; Arroyo et al., 2005; Cairns-Fuller et al., 2005). A. niger produce la
toxina por encima de 0,90-0,95 dependiendo de la cepa, con una 6ptima produccion a
actividad de agua mayor a 0,98 (Belli ef al., 2004b). A. carbonarius produce OTA con una
ay superior a 0,93 (Belli et al., 2004b). La produccién méxima de la toxina se observo en el
rango de a,, de 0,95-0,99 cuando las cepas fueron incubadas en medio sintético similar a
uvas (Belli et al., 2004b; Mitchell et al., 2004) y a 0,99 en granos de café (Joosten et al.,
2001).

El tipo de soluto utilizado para disminuir la actividad de agua del medio de cultivo
puede influir en el crecimiento. Vaamonde y Fernandez Pinto (1993) observaron este
fenomeno cuando utilizaron glicerol y sacarosa como solutos para estudiar la influencia de
la actividad acuosa en el crecimiento de Eurotium herbariorum. Sin embargo para A.
carbonarius, Mitchell et al. (2004) no observaron diferencias significativas en las
velocidades de crecimiento al utilizar medios con glucosa o glicerol en la mayoria de las
condiciones ensayadas. Belli ef al. (2004a) no encontraron diferencias significativas entre
ambos solutos aunque el crecimiento fue ligeramente mayor y la fase lag mas corta con
glucosa. De todas maneras, estos tltimos autores utilizaron glicerol para los siguientes
ensayos dado que la disolucién de gran cantidad de glucosa produce ciertas dificultades
experimentales.

Con sacarosa el valor mas bajo de a,, que puede lograrse en medios agarizados es
0,90; cuando se agregan concentraciones del carbohidrato superiores a 55 % P/P resultan
medios muy viscosos que no gelifican bien y cristalizan. Por otro lado, el glicerol permite

ajustar la a,, a los medios agarizados hasta 0,65 (Vaamonde y Fernandez Pinto, 1993).
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[.4.2. Temperatura

La temperatura de incubacion utilizada en los ensayos in vifro o la temperatura de
almacenamiento de los alimentos también determina la micota presente y la posible
formacion de toxinas. Como P. verrucosum es capaz de crecer a partir de los 0 °C vy
producir toxina a partir de los 4 °C (Pitt y Hocking, 1997), la presencia de OTA en climas
frios es asociada a esta especie. En cambio, en climas templados la produccion de la toxina
se ve relacionada a especies de género Aspergillus. A. ochraceus puede crecer entre los 8 y
los 37 °C con el optimo entre los 24-31 °C. A. niger puede crecer a partir de los 6-8 °C con
una temperatura 6ptima de crecimiento de 35-37 °C (Pitt y Hocking, 1997). 4. carbonarius
crece en un rango de 15-40 °C (Mitchell ef al., 2004).

De la misma manera que ocurre con otros metabolitos secundarios, la temperatura
Optima para el crecimiento fuingico difiere de la temperatura éptima para produccion de las
toxinas, ademads de ser mas restringido el rango. Para P. verrucosum la temperatura 6ptima
para la produccién de OTA va desde los 20 a los 25 °C (Héaggblom er al., 1985; Esteban,
2005), en cambio A. ochraceus produce la toxina a partir de los 12 °C (Norholt ef al., 1979;
Pitt y Hocking, 1997) con un 6ptimo observado a 31 °C (Norholt ef al., 1979). Esteban et
al. (2004) observaron que el rango de produccion de OTA por cepas del agregado A. niger
fue muy amplio, de 10 a 45 °C, de acuerdo a la cepa. La temperatura 6ptima estuvo entre
los 20-25 °C. Por otro lado la temperatura Optima de produccion de la toxina por 4.
carbonarius fue menor, entre los 15 y los 20 °C, pudiendo producirla entre los 15-40 °C

(Esteban et al., 2004; Mitchell et al., 2004).

1.4.3. pH

Este factor también puede influir en el crecimiento y la producciéon de micotoxinas.
Sin embargo, su efecto no parece ser tan limitante como el de los otros factores
ambientales, por lo que se lo ha estudiado en modelos multifactoriales (Esteban, 2005).

El rango de pH descrito para el crecimiento de P. verrucosum es 2,1-10, pero el
hongo produce OTA por encima de 3.5, con una produccion 6ptima a pH cercano a 6 (Pitt

y Hocking, 1997). Lai et al. (1970) observaron méaxima biosintesis de la toxina por A.
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sulphureus a un pH de 6-6,3 en un rango estudiado de 3-7.8. En el caso de 4. ochraceus el
crecimiento fue observado entre 2,2 y 10 (Pitt y Hocking, 1997; Miihlencoert et al., 2004),
la produccién de OTA entre 5,5 y 8.5, obteniéndose un méaximo a pH 6,5 (Miihlencoert er
al., 2004). Esteban (2005) observd que tanto A. niger como A. carbonarius pueden crecer
en un rango de pH de 2-10 y que la produccion maxima de OTA fue de 5-10 y de 2-7

respectivamente, dependiendo de la temperatura y de la cepa estudiada.

[.4.4. Composicién del sustrato

El sustrato es un factor determinante en el crecimiento y en la posible formacion de
micotoxinas, tanto en productos naturales como en medios sintéticos. Madhyastha er al.
(1990) demostraron que P. verrucosum produjo mayor biomasa fingica en trigo que en
canola, mani, soja y maiz. En cuanto a la sintesis de OTA, observaron que fue superior en
cereales que en leguminosas, y a su vez fue mayor en trigo que en maiz. Sin embargo para
A. ochraceus la produccion de la toxina se vio favorecida en mani y soja.

El tipo de componentes nutricionales de un sustrato ejerce un claro efecto sobre la
produccion de OTA. Asi, un alto nivel de proteina, en especial de los aminoécidos prolina
y acido glutamico, aumentan la producciéon de OTA por 4. ochraceus y P. verrucosum
tanto en cebada como en medio sintético (Haggblom y Ghosh, 1985).

Las fuentes de carbono también influyen en la produccion de OTA. Se observo
mayor produccién al utilizar glucosa o sacarosa que otros azlcares como la maltosa,
manosa, galactosa, xilosa o arabinosa (Lai et al., 1970). La concentracion del azucar
utilizado también influye en la cantidad de toxina producida (Davis er al., 1969;
Miihlencoert et al., 2004).

La concentracion de sales minerales en el medio también influye en la produccion
de OTA ya que algunas especies fungicas resultan particularmente sensibles a la
disponibilidad de ciertos elementos traza que intervienen en reacciones metabdlicas muy
especificas (Esteban, 2005). Elementos traza como Fe, Zn, Cu, B y Mo no fueron
necesarios para el buen crecimiento y produccion de OTA por A. sulphureus, pero si para

A. ochraceus. La composicion del medio afecté mas a la sintesis de la toxina que al



crecimiento del micelio (Lai ef al., 1970). Miihlencoert ef al. (2004) observaron que la
adicion de Zn al sustrato potencio la produccion de OTA y también el crecimiento flingico.

Kokonen et al. (2005) observaron que se producian distintas cantidades de OTA
por P. verrucosum y P. nordicum segun si era utilizado el medio Sacarosa Extracto de
Levadura (YES), medio analogo de pan o de queso, y que en algunas combinaciones del
sustrato con distintas cepas de la misma especie no habia biosintesis de la toxina. La
concentracion de la toxina producida por el agregado 4. niger en medio YES fue mayor
que en el Czapek Extracto de Levadura (CYA), por el contrario, cepas de 4. carbonarius
producen significativamente mayores cantidades de OTA en medio CYA que en YES

(Bragulat et al., 2001; Esteban ef al., 2004).

1.4.5. Agentes antimicrobianos

Los fungicidas convencionales son frecuentemente considerados un riesgo para la
salud humana y el medioambiente (Cuppen ef al., 2000; Van den Brink et al., 2000).

Carbendazim es un fungicida sistémico comunmente usado en cultivos de tabaco,
frutas y cereales. Este fungicida es usado para controlar las infecciones fungicas en
vifiedos. Sin embargo, Tjamos et al. (2004) demostraron que la aplicacion de carbendazim
no fue efectiva para controlar la contaminacion fungica en los vifiedos de Grecia. En un
trabajo muy reciente, observaron que este fungicida no tiene efecto sobre el crecimiento de
A. carbonarius pero incrementa la produccion de OTA en el medio de cultivo ensayado
(Medina et al., 2007). Por lo tanto podria aumentar la produccién de la toxina por A.
carbonarius en el campo, con el consiguiente aumento de OTA en uvas y vinos.

Algunos compuestos naturales y sus derivados podrian ser utilizados como una
alternativa a los agentes antifungicos. Entre los bioinsecticidas, el Bacillus thuringiensis
(denominado comuinmente Bf) ha sido usado en agricultura por mas de 50 afios. Bf es
usado para controlar a diversos insectos durante el cultivo de uvas para vinificacion. Bae ef
al. (2004) observaron que B. thuringiensis inhibia el crecimiento in vitro de hongos
filamentosos comunes en uvas, entre ellos A. carbonarius y la produccion de OTA por este
hongo. El empleo del Bt en vitivinicultura para controlar insectos en los vifiedos podria

constituir un control adicional en relacion a los hongos toxicogénicos, si bien quedan



muchos aspectos que deberian ser estudiados para asegurar que su presencia no tenga un
impacto negativo en relacion a la calidad e inocuidad del vino (Bae et al., 2004).
Numerosos estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas de los aceites
esenciales y otros extractos de plantas (Nychas, 1995; Cowan, 1999; Hammer et al., 1999;
Soliman y Badeaa, 2002; Nguefack et al., 2004; Rassoli et al., 2006). Varios estudios han
mostrado un efecto inhibitorio de los metabolitos secundarios de plantas sobre la
produccion de micotoxinas. En el caso de la produccion de aflatoxina por 4. flavus, Huang
et al. (1997) encontraron que extractos acuosos de semillas de maiz fueron capaces de
inhibir la produccion de toxina aunque tuvieron poco efecto sobre el crecimiento fungico.
En los ultimos afios ha sido estudiada la capacidad antifingica de compuestos
fendlicos y derivados (Weidenborner ef al., 1990; Norton et al., 1999; Bakan et al., 2003;
Beekrum et al., 2003; Mahoney y Molyneux, 2004; Martini et al., 2004; Lopez-Malo et al.,
2005). El término “fendlico™ se refiere a cualquier compuesto con una estructura bésica
tipo fenol (hidroxibenceno). Los compuestos fendlicos se pueden dividir en tres grupos de
acuerdo a su estructura quimica: no flavonoides o 4cidos fendlicos, flavonoides y taninos.
Actualmente existe gran interés por los polifenoles que forman parte de la dieta
debido a sus beneficiosas propiedades bioldgicas. Son potentes antioxidantes, capaces de
capturar radicales libres y quelar metales. Inhiben la peroxidaciéon de lipidos y son
antiinflamatorios, anticancerigenos, antihipertensivos y antimicrobianos (Kanner ef al.,
1994). Se ha comprobado que afectan el crecimiento y metabolismo de bacterias y pueden
ser activadores o inhibidores del crecimiento microbiano de acuerdo a su estructura y
concentracion (Alberto ef al., 2001; Reguant et al., 2000; Rodriguez Vaquero ef al., 2007).
Algunos estudios han indicado un efecto inhibitorio de los compuestos fenolicos
sobre la produccion de micotoxinas. Bakan ef al. (2003) observaron que compuestos
fendlicos presentes en el germen de maiz inhibian de la biosintesis de tricotecenos por F.
graminearum. Mallozzi et al., (1996) encontraron que, de cuatro flavonoides estudiados,
naringinina tiene el mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de A. flavus, y que la
produccion de aflatoxina B, es inhibida por canferitrina, mientras que la quercetina fue el
compuesto que demostré poseer menor actividad inhibitoria.
En ciertos productos agricolas de gran importancia para la dieta humana (cereales,

nueces) se ha observado una correlacion entre la resistencia de algunos cultivares a la
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contaminacion con micotoxinas y el contenido de compuestos fendlicos de los mismos
(McKeehen ef al., 1999; El Modafar et al., 2000; Siranidou ef al., 2002).

Las uvas y los vinos tienen una gran variedad de compuestos fendlicos (Vinson ef
al., 2001). Dentro de los no flavonoides estan los derivados del acido cinamico, como el
acido cafeico, y los derivados del 4cido benzoico, como por ejemplo el acido galico.
Dentro de los flavonoides se encuentran los compuestos quercetina, rutina (quercetina-3-
O-rutindsido) y catequina (Figura 1.3). Las cantidades y tipos de compuestos fendlicos
presentes en uvas y vinos dependen de la variedad de uva, el almacenamiento y el proceso
de vinificacion. Para los vinos tintos la concentracién de compuestos fendlicos totales varia
de 1800 a 4059 expresados como miligramos por litro de equivalentes de 4cido gélico
(GAE), promediando 2567 mg/l (Frankel et al., 1995). En las uvas la mayoria de los
compuestos fenolicos son flavonoides (80 %), siendo las catequinas los mas significativos.
El mayor &cido fenélico en uvas es el acido gélico, en vinos tintos se encuentra en
alrededor de 95 mg/l (Frankel ef al., 1995).

Baydar et al., 2004 describieron que extractos de semillas de uva inhibieron el
crecimiento de 15 bacterias y lo atribuyeron a su composicion fendlica. Entre los
flavonoides, la quercetina (forma aglicona) es mas efectiva que la rutina (forma
glicosidica). Ambas son inhibidoras del crecimiento de diversas bacterias. El efecto
antimicrobiano de estos compuestos podria ser explicado por adsorcion a las membranas
celulares, interaccion con enzimas y capacidad secuestrante de iones metalicos esenciales
para el crecimiento microbiano (Scalbert, 1991).

Mahoney y Molyneux (2004) estudiaron el potencial de taninos hidrolizables
presentes en diversos cultivares de nuez para conferir resistencia a la colonizacion y
crecimiento por Aspergillus o evitar la sintesis de aflatoxina. Estos taninos pueden ser
hidrolizados por enzimas flingicas, liberando principalmente acido galico. que demostro
ser un potente inhibidor de la sintesis de aflatoxina. La regulacion de los niveles de acido
gélico en los taninos hidrolizables, ya sea por métodos convencionales de crecimiento o
por programas de mejoramiento genético, podrian permitir la obtencién de cultivares con

alta resistencia a la aflatoxicogénesis.
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Figura 1.3: Estructura quimica de compuestos fenélicos.
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1.4.6. Otros factores

[.4.6.1. Microorganismos

El crecimiento conjunto de determinadas especies fungicas en un sustrato, puede
influir de forma significativa en el crecimiento y en la produccién de OTA. Lee y Magan
(2000) estudiaron en granos de maiz las interacciones interespecificas entre A. ochraceus y
otros hongos contaminantes comunes de este sustrato. Estos autores observaron que
algunas cepas inhibieron significativamente el crecimiento de A. ochraceus a altas y
Optimas condiciones de temperatura y actividad de agua. Esas interacciones resultan en una
significativa reduccion del contenido de ocratoxina. Valero et al. (2006) estudiaron el
efecto de las interacciones fungicas, bajo diferentes condiciones ambientales, sobre la
produccion de OTA por 4. carbonarius. En este trabajo fue observado que a 30°C la
micota competitiva actiia como un factor de control adicional contra la acumulacion de la
toxina, pero a 20°C, cuando la produccién de OTA es Optima, esto no ocurre y se puede
observar inhibicion o estimulacién de la biosintesis de OTA de acuerdo la especie fungica

con la cual interactia A. carbonarius.

[.4.6.2. Insectos

La presencia de insectos en sustratos naturales puede facilitar la colonizacion
fungica y la consiguiente produccién de toxina. Ademads del dafio fisico que producen,
pueden diseminar conidios de especies fungicas. Vega y Mercadier (1998) encontraron que
entre el 5y 17 % de Hypothenemus hampei, un insecto plaga de los granos de café, estaban

infectados con 4. ochraceus y que éstos actuaban como vectores de dicha especie fungica.

1.4.6.3. Composicion de la atmosfera

El crecimiento fungico de A. ochraceus y Penicllium verrucosum es menos afectada
por la composicion de la atmosfera que la produccion de ocratoxina A (Paster ef al., 1983;

Cairns-Fuller ef al., 2005). Paster et al. (1983) observaron que porcentajes de CO, mayores
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al 30 % inhiben la produccion de OTA por 4. ochraceus, independientemente del nivel de
O, presente. La produccion de OTA sobre granos de trigo por P. verrucosum fue inhibida

mas del 75 % con una concentracion de 50 % de CO; (Cairns-Fuller ef al., 2005).

[.4.6.4. Tiempo de incubacion

La cantidad de toxina que puede encontrarse en el sustrato esta condicionada por el
tiempo de incubacion. Aunque su efecto varia de acuerdo a la cepa, se detectaron niveles
altos después de 7 dias de incubacion por A. melleus y A. albertensis y a los 10 dias por el
agregado A. niger, A. carbonarius y Penicillium verrucosum (Esteban, 2005). Belli et al.
(2004b) encontraron maxima produccion a los 5 dias para A. carbonarius y de 7 a 13 dias
para A. niger. A 15 °C el maximo nivel de OTA producida por A. carbonarius fue
observado a los 30 dias de incubacién. A otras temperaturas la mayor concentracion de
OTA fue observado a diferentes tiempos de incubacion dependiendo de la cepa (Esteban et

al.,2004).

1.4.7. Interaccion de factores

Si bien se fueron considerando los factores por separado es importante mencionar
que puede existir interaccion entre los mismos. Por ejemplo los requerimientos de agua de
los hongos dependen de otras variables como la temperatura y el sustrato (Esteban, 2005).
La a, Optima para la produccion de OTA dependié del sustrato, en cepas de A. carbonarius
incubadas en medio sintético similar a uvas se observo en el rango 0,95-0,99 (Belli ef al.,
2004b; Mitchell er al., 2004), sin embargo en granos de café el maximo de produccion se
observo a 0,99 (Joosten ef al., 2001). También se ha descrito una interaccion significativa
entre la temperatura de incubacién y el pH del sustrato donde se desarrolla el hongo

(Esteban, 2005).
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I.5. Objetivos del presente trabajo

Desde que fue descubierta la capacidad de Aspergillus de la seccion Nigri para
producir ocratoxina A en diversos productos, este importante grupo de hongos cobré una
nueva dimension como contaminantes de alimentos.

Estudios previos demostraron que 4. carbonarius es un componente habitual de la
micota de pasas de uvas. Teniendo en cuenta el caracter xerofilo de otros miembros de la
seccion Nigri y la posibilidad de su prevalencia en alimentos de baja actividad acuosa, se
consider¢ de interés estudiar la influencia de la actividad de agua y la temperatura sobre el
crecimiento y la biosintesis de OTA por A. carbonarius.

Las uvas y los vinos contienen una gran cantidad de compuestos fenolicos que,
segun algunas investigaciones recientes, parecen tener influencia sobre la produccion de
diversas micotoxinas, por lo cual también se incluy6 en este trabajo el estudio del efecto de

estos compuestos naturales en relacion a la produccion de OTA por 4. carbonarius.

En consecuencia los objetivos del presente trabajo fueron:

e Estudiar el efecto combinado de la actividad acuosa y la temperatura sobre el

crecimiento de Aspergillus carbonarius y la produccion de ocratoxina A.

e Determinar el efecto de compuestos fendlicos presentes en las uvas sobre el

crecimiento de Aspergillus carbonarius y la produccion de ocratoxina A.
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II. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Seleccion y caracterizacion de las cepas de A. carbonarius productoras de OTA

I1.1.1. Seleccion de las cepas

Se utilizaron 4 cepas de A. carbonarius ocratoxicogénicas aisladas a partir de pasas
de uva en un trabajo previo (Romero ef al., 2005). Las cepas denominadas A, B y C fueron
aisladas de muestras de Catamarca y la D de una muestra proveniente de San Juan. La
seleccion se realizd de modo de tener cepas de distinto origen geografico y con variada

produccion de OTA.

I1.1.2. Caracterizacion de las cepas

[1.1.2.1. Crecimiento

Medio de cultivo: El crecimiento fue determinado en placas de Petri de 9 mm de diametro
con Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA) (Apéndice 2).

Preparacion del indculo: las cepas se sembraron en tubos inclinados de Agar Extracto de
Malta (MEA) (Apéndice 2) y se incubaron 7 dias a 25 °C para obtener cultivos bien
esporulados. Se recolectaron con un ansa en angulo recto las esporas de cada cepa y se
colocaron en 10 ml de una solucién acuosa al 0,05 % de Tween 80 estéril. Luego de
homogenizar las suspensiones 30 segundos en vortex se realizaron los recuentos de esporas
mediante una camara de Neubauer. Bajo estas condiciones las concentraciones de los
inculos variaron entre 1y 3.10° esporas.ml”. Se preparé también un inéculo mixto con las
cuatro cepas segun la técnica de Hocking y Miscamble (1995) con algunas modificaciones.
Se tom6 1 ml de las suspensiones de esporas de cada cepa y se las mezcl6 en un tnico tubo
de ensayo, homogenizando en vortex como fue anteriormente descrito.

Inoculacion e incubacion: Las placas de CYA se inocularon centralmente con la
suspension de esporas, con un ansa calibrada de 1 pl y se incubaron en oscuridad a 30 °C.
Las placas se colocaron dentro de bolsas de polietileno para mantener un nivel de humedad

relativa constante.
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Medicion del crecimiento: se midieron periddicamente dos diametros perpendiculares de
las colonias (8 placas para cada cepa) hasta que las mismas alcanzaron el borde de la placa.
La velocidad de crecimiento (mm.dia™) para cada placa fue calculada a partir de la curva
de regresion lineal del didametro de la colonia en funcion del tiempo, con el programa
Microsoft” Excel 2002. La fase lag fue determinada como la ordenada a la abcisa de las
rectas de velocidad de crecimiento.

Estas mediciones se realizaron para cada cepa por separado, asi como para el

inoculo mixto.

[1.1.2.2. Produccion de OTA

Muestras: la produccion de ocratoxina A fue analizada por triplicado a los 7, 14, 21 y 28
dias de incubacion a 30 °C a partir de placas de CYA sembradas como fue descrito en
II.1.2.1.

Extraccion de OTA: se realiz6 siguiendo el método de Bragulat ez al. (2001). Se tomaron
con sacabocado tres trozos de agar de S mm de diametro (“plugs”) del centro de la colonia
y se pesaron en un tubo eppendorf. La toxina se extrajo con 0,5 ml de metanol durante 1
hora a 250 r.p.m. en agitador mecanico. La limpieza de los extractos se realiz6 por
filtracion a través de filtros de jeringa (CAMEO®™ 17N 0,22 pum) directamente a viales
ambar. Los viales fueron almacenados a 4 °C hasta el analisis.

Analisis de OTA: la deteccién y cuantificacion fue realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC) con un cromatografo Shimadzu LC-CA (Shimadzu, Kyoto,
Japén) equipado con un inyector automatico (SIL-6B/9A) y un detector de fluorescencia
Shimadzu RF-10Ax1 (excitaciéon: 330 nm; emision: 460 nm). Se utiliz6 una columna
analitica C18 Jupiter de 4,6 x 250 mm y 5 pm de tamaiio de particula (Phenomenex, USA).
La fase movil utilizada fue acetonitrilo, agua y acido acético (57:41:2) con una velocidad
de flujo de 1 ml.min™". Se inyectaron 20 ul de cada extracto. Los extractos que presentaban
un tiempo de retencion idéntico al del estdndar de OTA (alrededor de 5.8 minutos) se
consideraron positivos. La confirmacion de los extractos, en caso de duda, se realizé por

co-inyeccion con el estandar.



La OTA fue cuantificada a través de una curva de calibracion construida por
comparacion de la respuesta fluorométrica (area del pico) producida por cinco soluciones
preparadas a partir del estandar. Para la preparacion del estandar se disolvi6 ocratoxina A
(Sigma-Aldrich) en metanol y se confirmé la concentracion por un espectrofotometro UV
(AOAC, 2000).

El limite de deteccion fue de 0,02 ng y el de cuantificacion mediante la técnica de
extraccion utilizada fue de 0,05 pg.g ™' de medio de cultivo.

Todos los solventes utilizados fueron de grado HPLC.

I1.1.3. Diselo experimental y tratamiento estadistico de los datos

Las velocidades de crecimiento, fase lag y las concentraciones de OTA detectadas a
cada condicion fueron evaluadas por analisis de varianza usando el paquete de software
estadistico Statistix version 8.1. Las comparaciones entre las medias de los distintos

tratamientos se efectuaron mediante un test de Tukey a un nivel de significacion del 5 %.

IL.2. Influencia de la actividad de agua y la temperatura sobre el crecimiento y

produccion de OTA por A. carbonarius.
[I.2.1. Crecimiento

Medio de cultivo: El medio base utilizado fue CYA con el agregado de distintas
proporciones de glicerol 87% (Merck) para obtener actividades de agua de 0,80; 0,825;
0.85; 0,87; 0,89; 0,90; 0,925 y 0,95. Las cantidades de glicerol agregadas fueron
determinadas previamente a través de una curva experimental obtenida a partir de la ay
medida de diferentes concentraciones de glicerol en el rango de estudio. Antes de la
siembra del indculo se determiné la actividad de agua del medio de cultivo con un
higrometro Aqualab (Decagon Devices CX3 02734) con una precision de £ 0,002.

Preparacion del indculo: el in6culo mixto se realizé6 como fue descrito en I1.1.2.1. con

una solucion estéril de Tween 80 ajustada con glicerol al nivel de a,, a ensayar.
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Inoculaciéon e incubacion: las placas se inocularon como se describié en II1.1.2.1 y se
incubaron a cinco temperaturas diferentes (15, 20, 25, 30 y 35 °C) en bandejas dentro de
bolsas de polietileno. En cada caso se incluyeron en las mismas bandejas recipientes
conteniendo una soluciéon de a,, ajustada con glicerol de idéntico nivel que el medio
inoculado (Patriarca, 2004). Estas soluciones fueron renovadas diariamente.

Medicion del crecimiento: se midieron periodicamente dos didmetros perpendiculares de
las colonias (5 placas para cada condicion) hasta un maximo de 100 dias. La velocidad de

crecimiento (mm.dia™) y la fase lag fueron obtenidas como en II.1.2.1.

[1.2.2. Produccion de OTA

Muestras: la produccion de ocratoxina A fue analizada por triplicado a los 7, 14, 21 y 28
dias de incubacion, en todas las combinaciones de a,, y temperatura, a partir de las placas
de CYA sembradas como fue descrito en I1.2.1.

Extraccion y analisis de OTA: se realizé como fue descrito en 11.1.2.2.

I1.2.3. Disefio experimental y tratamiento estadistico de los datos

Crecimiento: para las velocidades de crecimiento y fase lag a las diferentes temperaturas y
niveles de a, se utiliz6 un disefio factorial totalmente aleatorizado por quintuplicado. El
efecto de la ay,, temperatura y su interaccion fue evaluado mediante un analisis de varianza
usando el paquete de software estadistico Statistix version 8.1. Las comparaciones entre las
medias de los distintos tratamientos se efectuaron mediante un test de Tukey a un nivel de
significacion del 5 %.

Produccion de OTA: las concentraciones de OTA detectadas en cada condiciéon fueron
sometidas a un analisis de varianza de tres factores, con un disefio factorial balanceado,
empleando el paquete de software estadistico Statistix version 8.1. Las comparaciones
entre las medias de los distintos tratamientos se efectuaron mediante un test de Tukey a un

nivel de significacion del 5 %.



I1.3. Efecto de compuestos fendlicos sobre el crecimiento y produccion de OTA por A.

carbonarius
I1.3.1. Crecimiento

Medio de cultivo:
a) Polifenoles totales de vino Merlot

El crecimiento fue determinado en placas de Petri de 9 mm de diametro con CYA
al cual se le incorpord un concentrado de vino Merlot. El concentrado fue obtenido a partir
del vino en un evaporador rotatorio. La mitad del concentrado fue clarificado con 12,7 g de
carbon activado cada 100 ml, mediante este procedimiento se eliminan los compuestos
fendlicos del vino. Todos los extractos fueron esterilizados por filtraciéon con filtros de
membrana de 0,22 um.

Al concentrado sin clarificar se le realiz6 la determinacion colorimétrica de los
compuestos fenolicos totales por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965)
con algunas modificaciones. A 0,5 ml de la muestra se afadié 2,5 ml del reactivo de Folin-
Ciocalteu (mezcla de los éacidos fosfotingstico y fosfomolibdico, Sigma) y luego 2 ml de
una solucion saturada de carbonato de sodio. Se incub6 2 h a 24 °C y la absorbancia fue
leida a 725 nm. En paralelo se realiz6 el mismo procedimiento utilizando agua destilada
como blanco. Las determinaciones fueron realizadas por duplicado y cuantificadas a través
de una curva de calibracidon con &cido galico. Como dicho compuesto es el estandar
utilizado para el andlisis de fendlicos totales, los valores obtenidos se expresan en
equivalentes de acido gélico (GAE). El 4cido gélico muestra una respuesta lineal en el
rango de 0,5 a 50 mg.1 "I con un coeficiente de correlacion de 0,999.

Se observd el crecimiento de A. carbonarius en tres tratamientos: uno con el
extracto de vino agregado al medio CYA fundido, de forma tal de obtener una
concentracion de 4000 mg.l " de GAE en la placa, otro con igual volumen del extracto
clarificado y un tercero con el mismo volumen de agua para ser utilizado como control.

b) Compuestos fendlicos puros

El crecimiento fue determinado en placas de Petri de 9 mm de didmetro con CYA

al cual se le incorporaron los compuestos fendlicos en solucién etandlica. Dichos

compuestos se agregaron estérilmente a 200 ml del medio de cultivo fundido, disueltos en
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2 ml de etanol absoluto para andlisis (Merck) con excepcion del acido gélico, que fue
agregado disuelto en 10 ml. Se ensayaron 4cido gélico en concentraciones de 100, 200, 300
y 500 mg.l 'y 4cido cafeico a 50, 250 y 500 mg.1 . Los flavonoides quercetina y rutina se
estudiaron a 50, 100, 250 y 500 mg.1 " y catequina a 50, 1000 y 2000 mg.l "'. Acido gélico
fue obtenido de Merck, catequina de Sigma y acido cafeico, quercetina y rutina de ICN.
Como control se utilizo el medio de cultivo con la misma cantidad de etanol absoluto sin
los compuestos fenolicos.

Preparacién del inéculo, inoculaciéon e incubacion: de la misma manera que en la
seccion II.1.2.1 para un indculo mixto.

Medicion del crecimiento: se midieron periédicamente dos didmetros perpendiculares de
las colonias (8 placas por tratamiento) hasta que las mismas alcanzaron el borde de la placa

o hasta 30 dias. La velocidad de crecimiento y el lag fueron obtenidas como en I1.1.2.1.

11.3.2. Produccion de OTA

Muestras: la produccion de ocratoxina A fue analizada por duplicado a los 7, 14, 21 y 28
dias de incubacion a partir de las placas sembradas como fue descrito en I1.3.1.

Extraccion y analisis de OTA: se realiz6 como fue descrito en I1.1.2.2.

[1.3.3. Disefio experimental y tratamiento estadistico de los datos

Crecimiento y produccion de OTA: los datos fueron analizados por medio de un analisis
de varianza empleando el paquete de software estadistico Statistix version 8.1. Las

comparaciones entre las medias de los distintos tratamientos se efectuaron mediante un test

de Tukey a un nivel de significacion del 5 %.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION

IIL.1. Seleccion y caracterizacion de las cepas de A. carbonarius productoras de OTA

Entre los numerosos factores que influyen sobre la produccion de micotoxinas se
debe tener en cuenta la cepa fingica dado que la velocidad de crecimiento y la capacidad
toxicogénica de los diferentes aislamientos es variable (Norholt, 1979; Belli et al., 2005;
Leong et al., 2006). Para minimizar el efecto de la cepa estudiada, no sélo en relacion a la
produccion de micotoxinas sino también a otros aspectos de la fisiologia de los hongos,
algunos autores han propuesto el empleo de indculos mixtos integrados por suspensiones
de esporas de diferentes aislamientos de la misma especie (Gibson et al., 1994; Hocking y
Miscamble, 1995).

A fin de evaluar esta metodologia, la primera etapa del presente trabajo consistié en
comparar la velocidad de crecimiento y la produccion de ocratoxina A por 4 cepas de A.
carbonarius y un inéculo mixto formado por las mismas cepas. Se us6 el medio de cultivo
CYA en el cual se observa un buen crecimiento del hongo y también una Optima
produccién de toxina en comparacion con otros medios (Bragulat ef al., 2001; Esteban et

al.,2004).

[II.1.1. Crecimiento y fase lag

La mayor velocidad de crecimiento observada fue de 15,79 mm.dia™ para la cepa C

y la menor 14,70 mm.dia™ para la cepa A. El anlisis de varianza muestra que la cepa

utilizada influye significativamente sobre la velocidad de crecimiento de 4. carbonarius

observada (Tabla 16, Apéndice 4). Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas entre el in6culo mixto y las cepas por separado (Tabla III.1). Los resultados
calculados para cada placa se encuentran en el Apéndice 3, Tabla 1.

La cepa C si bien presenta la mayor velocidad de crecimiento es la que tiene la mayor

fase lag de las 4 cepas ensayadas, mientras que en el caso de la cepa A pudo observarse lo

contrario. La fase lag del in6culo mixto coincide con el mayor valor observado, que es de
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0,45 dias para la cepa C. Las cepas A y D resultaron ser las de menor fase lag y los valores
difieren significativamente del obtenido cuando fueron sembradas todas las cepas
simultdneamente. Estos resultados podrian evidenciar la ocurrencia de interacciones
miceliares entre las cepas. La interaccion no esta restringida solamente a la confrontacion
entre individuos de distintas especies sino que también ocurre entre aquellos de una misma

especie (Cooke y Whipps, 1993).

Tabla IIL.1. Velocidad de crecimiento y fase lag de cuatro cepas de A. carbonarius (A, B,
C y D) e inéculo mixto (A+B+C+D). Valores con distintas letras son significativamente

diferentes (p = 0,05).

velocidad (mm.dia™) lag (dias)

A 14,70° 0,26°
B 15.23™ 0,33
C 15,79 0,45°
D 14,96° 0,28"°
A+B+C+D 15,42 0,45°

[1I.1.2. Produccion de OTA

La produccion de OTA a 7, 14, 21 y 28 dias se observa en la Figura III.1. Los datos
de cada uno de los triplicados se encuentran detallados en la Tabla 3 del Apéndice 3. La
cepa C resultd ser la mayor productora de OTA en todos los tiempos de incubacidn
analizados. Las cepas B y D tienen una produccion de OTA maxima a los 21 dias pero no
se encontr6 tiempo maximo de produccion de toxina para las cepas A y C en el rango de
tiempo del ensayo. La menor cantidad de toxina (0,68 pg/g) fue producida por la cepa D a
los 7 dias, mientras que C produjo 7,25 pg/g a los 28 dias de incubacion.

Los valores hallados de produccién de OTA del indculo mixto en cada tiempo son
intermedios a los de cada cepa por separado. El uso de una suspension de esporas de

distintas cepas para disminuir la variacion que podria esperarse entre diferentes



aislamientos para el crecimiento (Gibson et al., 1994; Hocking y Miscamble, 1995) resultd
ser adecuado también para la produccion de OTA por los A. carbonarius estudiados.

Los resultados de estos ensayos preeliminares justifican el empleo de esta
metodologia para estudiar el efecto de parametros ambientales sobre el crecimiento y

produccién de OTA por cepas autoctonas de 4. carbonarius.

Produccién de OTA (ug/g)

Tiempo (dias)

—&—A --+--B —#~-C ¢ D ==M=A+B+C+D

Figura IIL.1: Produccion de OTA de las cepas A, B, C y D, y del inéculo mixto
(A+B+C+D)alos 7, 14, 21 y 28 dias de incubacion.
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I11.2. Influencia de la actividad de agua y la temperatura sobre el crecimiento de A.

carbonarius

La ecofisiologia de 4. carbonarius ha sido motivo de estudio en los ultimos afios,
desde que se demostré que este hongo es el principal responsable de la contaminacién con
ocratoxina A en uvas y derivados (Cabaiies ef al., 2002). Los factores ambientales mas
importantes que condicionan el crecimiento fingico son la actividad de agua y la
temperatura. En el presente trabajo se utiliz6 un experimento de disefio factorial para
estudiar el efecto de estos factores y su interaccion sobre el crecimiento de un indculo
mixto de cepas autoctonas de A. carbonarius productoras de OTA. La influencia de la
actividad acuosa sobre el crecimiento se estudid en sistema modelo a los niveles de 0,80;
0,825; 0,85; 0,89; 0,90; 0,925; 0,90 y a 0,95. Los niveles de temperatura fueron 15, 20, 25,
30y 35°C.

El andlisis de varianza muestra que la a,, temperatura y su interaccion tienen una
influencia significativa sobre la velocidad de crecimiento de 4. carbonarius (Tabla 19,
Apéndice 4).

Los efectos combinados de a,, y temperatura sobre el crecimiento pueden observarse
en la Figura III.2. La méaxima velocidad de crecimiento en las condiciones estudiadas
(17,46 mm.dia_') fue observada a a, de 0,95 y 30 °C. Este valor es mayor que otros
encontrados en la literatura; Belli et al. (2005) observaron una velocidad maxima de 10,1
mm.dia”’ para un aislamiento de Espaia a 30 °C y a a, de 0,99; Belli ef al. (2004b)
encontraron que la maxima velocidad de crecimiento era de 9,11 mm.dia ' a 30 °C y a a
de 0,98 para un aislamiento de uvas europeas para vinificacién. Leong ef al. (2006)
informaron que el crecimiento mas rapido de una cepa australiana de 4. carbonarius fue a
30 °C y ay 0,965 pero la maxima velocidad de crecimiento registrada fue de 7 mm.dia '
Estas diferencias pueden ser atribuidas a la variedad intraespecifica y regional entre
aislamientos.

No se observoé crecimiento a a,, por debajo de 0,85, lo cual sugiere que la a,, limitante
para el crecimiento de A. carbonarius es muy cercana a ese valor. A a,, 0,85 el hongo
solamente creci6 a 30 y 25 °C, siendo esta ultima condicidn el valor mas bajo de velocidad

de crecimiento registrado (0,47 mm.dia™'). Mitchell er al. (2004) encontraron que el
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crecimiento de 4. carbonarius fue considerablemente inhibido a una a,, de 0,88 a,, para la
mayoria de las cepas estudiadas.

En el rango de a,, analizado la velocidad de crecimiento aumenta con el incremento
de la ay, y la tolerancia a bajas actividades acuosas fue encontrada a temperaturas cercanas
a la optima. Si bien no se encontr6 un nivel de actividad de agua Optimo para el
crecimiento en todas las condiciones estudiadas, a 30 °C se dispone del resultado obtenido
en la seccion III.1.1 con el medio de cultivo CYA que tiene un valor de a,, de 0,99 (dato
obtenido experimentalmente). La velocidad de crecimiento observada para el indculo
mixto fue de 15,42 mm.dia”', menor que el obtenido a 0,95 (17.46 mm.dia™"). Estos datos
concuerdan con los de otros autores que encontraron crecimiento ptimo en el rango de a,
de 0,95-0,99 (Belli et al. 2004a y 2005). Sin embargo Mitchell et al. (2004) encontraron
que la a,, 6ptima variaba 0,93-0,987 dependiendo de la cepa.

La mayor velocidad de crecimiento fue observada a 30 °C en todos los niveles de a,
ensayados, aunque 25 °C también resulté ser una temperatura muy favorable. Resultados
similares fueron encontrados en un medio sintético que simula la composicion de uvas por
Belli et al. (2004a y 2005) y Leong et al. (2006), aunque Belli et al. (2005) también
observaron que unos pocos aislamientos crecieron mas rapido a 35 o 25 °C a algunos
valores de ay,.

A 15 °C s6lo hubo crecimiento a los mayores niveles de aw ensayados (0,925 y 0,95)
con una velocidad de crecimiento de 3,82 y 5,57 mm.dia”’ respectivamente. Estos
resultados concuerdan con aquellos informados por Belli ef al. (2004a y 2005) y Mitchell
et al. (2004).

En relacion a la fase lag de 4. carbonarius el andlisis estadistico de varianza muestra
que todos los efectos (ay, temperatura y su interaccion) fueron significativos (Tabla 20,
Apéndice 4).

La influencia de la ay, y la temperatura sobre la fase lag se observa en la Figura IIL.3.
En el Apéndice 4 (Tabla 5) se presentan los datos calculados para cada placa en las
diferentes condiciones estudiadas. La fase lag mas corta, 0,26 dias (cerca de 6 h), fue
encontrada a a,, de 0,925 y 35 °C. Fueron observadas fases lag de menos de un dia también

aay 0,95y 35 °C (0,6 dias) y a 0,925 y 30 °C (0,8 dias).
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Figura IIL.2. Efecto de la a,, y la temperatura sobre el crecimiento de 4. carbonarius.
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Figura I11.3. Efecto de la la a,, y la temperatura sobre la fase lag de 4. carbonarius.
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Aunque 30 °C fue la temperatura a la cual se observd mayor velocidad de
crecimiento, se observaron fases lag mas cortas a 35 °C que a 30 °C para ay, > 0,90. En
condiciones marginales de a,, y temperatura la fase lag se incrementd, siendo la mayor
registrada a 20 °C y a,, de 0,89 (33,7 dias).

El efecto de la a, sobre la fase lag fue mayor a temperaturas menores. Una
disminucion en la temperatura de 30 °C a 25 °C, a ay, de 0,90, produjo un incremento de la
fase lag en 1,2 dias, mientras que a a,, de 0,85 el mismo cambio de temperatura llevé a un
aumento de la fase lag en alrededor de 20 dias. Este comportamiento también fue

observado por Pardo et al. (2004 y 2005) para A. ochraceus.

El efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento de cepas argentinas de 4.
carbonarius fue similar a lo observado en cepas de Europa, Israel (Belli et al., 2005;
Mitchell er al., 2004) y Australia (Leong et al., 2006), aunque en el presente trabajo se
encontraron mayores velocidades de crecimiento posiblemente debido a la variabilidad
entre las cepas flngicas o al medio de cultivo utilizado. Las cepas aisladas de pasas de uva
usadas en el presente trabajo mostraron una relativa tolerancia a bajas a,,, siendo capaces
de crecer hasta a, 0.85. Las velocidades de crecimiento a a, 0.87 y 0,89 fueron

considerables cuando la temperatura estuvo entre 25 y 30 °C.

Condiciones ambientales durante la poscosecha y los pasos de secado de uvas para la
obtenciéon de pasas podrian producir un relativamente rapido crecimiento de A.
carbonarius ya que la temperatura en el campo puede ser cercana a los 30 °C y en tal

condicion el hongo es capaz de crecer a a, tan baja como 0,85.



II1.3. Influencia e interacciones de la actividad de agua, la temperatura y el tiempo de

incubacion sobre la produccion de OTA por A. carbonarius.

Se observd que la ay, la temperatura, el tiempo de incubacion y sus interacciones
dobles y triples tienen una influencia significativa (p<0,0001) sobre la produccion de OTA
por A. carbonarius (Tabla 21, Apéndice 4).

En la Tabla II1.2 se detallan los valores obtenidos de la cuantificacién (expresada en
g de OTA.g" de medio de cultivo) mediante HPLC de la OTA producida por el inéculo
mixto a diferentes temperaturas y ay a los 7, 14, 21, y 28 dias de incubacion. El valor
presentado corresponde a la media de 6 valores (2 cuantificaciones realizadas a cada una
de las réplicas).

La mayor cantidad de OTA (21,04 pg/g) fue producida a a,, 0,95 y 15 °C a los 28 dias
de incubacion. Este resultado concuerda con Esteban et al. (2004 y 2006a) quienes
utilizando como sustrato el mismo medio de cultivo (CYA) encontraron que la temperatura
Optima para la produccién de la toxina por cepas A. carbonarius se encontraba entre los 15
y los 20 °C; y con Leong et al. (2006) que observaron méaxima produccion de OTA a 15 °C
a ay, = 0,965 en un medio sintético de jugo de uva (SGM).

Para cada nivel de a,, analizado se observé mayor concentracion de OTA a 15 °C en
todos los tiempos de incubacion en comparacion con otras temperaturas, excepto a ay 0,95
a los 7 dias de incubacién y a ay, 0,925 a los 7 y 14 dias donde no hubo crecimiento (Tabla
I11.2).

La Figura III.4 muestra la influencia de la temperatura y el tiempo de incubacion
sobre la produccion de OTA a los tres niveles de a,, en los cuales se observo produccion de
la toxina. A las mayores a,, estudiadas (0,95 y 0,925) se observ6 producciéon de ocratoxina
A a todas las temperaturas analizadas. A ay 0,90 se encontré que hubo produccion sélo a
25y 20 °C pero no en todos los tiempos de incubacion.

A ay, 0,89 se observo produccion de la toxina en una condicion, 21 dias de incubacion
a 25°C, en una de las réplicas (0,05 pg/g). No se detecté produccion de OTA mediante
esta técnica a ay < 0,87, y a esta actividad de agua la toxina fue encontrada a los 28 dias en
solo uno de los triplicados a nivel de trazas. Otros autores encontraron que la menor a,, a la

cual se producia OTA era 0,86 a 30 °C por una cepa aislada de café; el resto de las cepas
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Tabla IIL.2. Concentracion media de OTA de tres réplicas y el desvio estandar, producida

por A. carbonarius a diferentes ay, temperaturas y tiempos de incubacion en el medio de

cultivo CYA.
- Temperatura (°C)
ay 1empo
35 30 25 20 15
7 + n.d. 0,12+0,10° 037+0,19° nd.
i 14 0,51 +0,24% 0,10+0,05° 024+0,07° 1,58+1,13* 4,69+1,91%
' 21 0,69+ 0,19% 0,08+0,07° 1,14+0,93% 2,07+1,66% 1508+127"
28 0,85 +0,43% 0,13+£0,07° 023+0,05  0,86+0,10 21,04+ 10,48
7 n.d. n.d. 0,05+0,03° + NC
0,095 14 0,05% n.d. 0,05+0,01° 1,11+£0,42%* NC
i 21 0,56 + 0,44% + 0,05+0,03° 196+027% 856+3,24°
28 0,05+0,00° 0,06+0,01° + 1,62+ 1,25% 4,63 +5,88°%
7 n.d. n.d. n.d. NC NC
" 14 n.d. n.d. n.d. + NC
' 21 n.d. n.d. + 226+0,71% NC
28 n.d. n.d. n.d. 16,80 +3.30® NC
7 n.d. n.d. n.d. NC NC
_— 14 n.d. n.d. n.d. NC NC
' 21 n.d. n.d. 0,05¢ NC NC
28 n.d. n.d. n.d. NC NC
7 NC NC NC NC NC
- 14 n.d. n.d. n.d. NC NC
' 21 n.d. n.d. n.d. NC NC
28 n.d. n.d. + NC NC
;. NC NC NC NC NC
085 14 NC NC NC NC NC
| 21 NC n.d. NC NC NC
28 NC n.d. NC NC NC

+: trazas (<limite de cuantificacion) en al menos una réplica, NC: no crecid, n.d.: no detectado. Limite de

deteccion 0,02 pg/g, limite de cuantificacion 0,05 pg/g. Los datos sin desvio estandar corresponden a la

produccion de uno de los triplicados. Valores con distintas letras son significativamente diferentes (p = 0,05).
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Figura II1.4. Efecto de la temperatura y el tiempo de incubacién sobre la producciéon de

OTA por A. carbonarius a tres niveles de ay, (0,95, 0,925 y 0,90).
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produjo la toxina a partir de ay, 0,90 y 0,94. A 15 °C produjeron todas en un rango de 0,94-
0,99 (Esteban ef al., 2006).

En general la producciéon de OTA disminuye con la disminuciéon de la ay. Al
comparar las medias (Test de Tukey) de los distintos niveles de aw estudiados no se
observaron diferencias significativas entre 0,90 y 0,925, pero si entre éstas dos y 0,95. No
hubo diferencias significativas entre 0,87 y 0,89, pero si entre estas y todas las demas.

En el presente trabajo no se observd una tendencia definida que indique mayor
produccion de OTA a un tiempo especifico de inoculacién. Leong et al. (2006) explican
este fenomeno, también observado tanto para cepas de A. carbonarius como para A. niger,
como el resultado del fuerte efecto de la temperatura sobre la germinacién y la velocidad
de crecimiento. Sin embargo en otros trabajos encontraron que la concentracion de la
toxina disminuye a mayor tiempo de incubacién o hacia el final del periodo de tiempo
estudiado, a pesar de que la OTA es un metabolito estable. Algunos autores sugieren que
puede ser debido a que las cepas remueven y asimilan la molécula de fenilalanina de la
molécula de OTA como fuente de nitrégeno a medida que el medio de cultivo se va
agotando (Téren et al., 1996; Esteban et al., 2004). Abrunhosa et al. (2002) encontraron
que A. carbonarius puede degradar OTA a otros compuestos, uno de los cuales es
ocratoxina o, una molécula de menor toxicidad que la ocratoxina A. La degradacion de
OTA también fue observada para otras especies toxicogénicas y no toxicogénicas de
Aspergillus y otros hongos aislados de uvas (Abrunhosa et al., 2002; Varga et al., 2000).

En la mayoria de los resultados obtenidos se pueden observar grandes desviaciones
estandar en la concentracion de OTA (Tabla II1.2). Importantes valores en el desvio
estandar en la produccion de OTA por A. carbonarius también fueron obtenidos por Belli
et al. (2004b) y Esteban et al. (2004 y 2006a), sin embargo los autores no mencionan este
hecho. Otros estudios serian necesarios para minimizar esta variacién e investigar las
posibles causas de este fendmeno.

En las condiciones del presente estudio una combinacién de a,, alta y temperatura
baja favorece la formacion de mayores cantidades de OTA, mientras que una a,, baja en
conjuncién con una temperatura elevada resultan en una menor produccion de esta toxina.

Los rangos de temperatura para la produccion de OTA son més restringidos que
aquellos observados para crecimiento. A una a,, constante temperaturas menores de 20 °C

parecen favorecer la produccion de toxina en comparacion con 30 °C, que es la temperatura
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Optima de crecimiento. Relativamente poca toxina fue producida a temperaturas cercanas a
la Optima. A estas temperaturas el crecimiento fungico es muy rapido, consume
importantes cantidades del sustrato en poco tiempo y probablemente algunos nutrientes
que son necesarios para producir la toxina. Esta misma tendencia fue observada por Marin

et al. (2006) en un medio sintético que simula la composicion de las uvas.

La capacidad de las cepas de 4. carbonarius de crecer a bajas a,, explica su presencia
en alimentos deshidratados como las pasas de uvas. El color negro de los conidios de los
Aspergillus de la seccion Nigri les brindaria una proteccion contra la radiacion ultravioleta
(Pitt y Hocking, 1997), proporcionandole de esta manera una ventaja competitiva con
respecto al resto de la micota aislada frecuentemente de uvas. 4. niger ha sido descrito
como mas xerofilico que 4. carbonarius. Esteban et al. (2006b) observaron crecimiento de
A. niger a a,, = 0,86, otros autores encontraron que la a,, minima era de 0,82 (Parra y
Magan, 2004), 0,80 (Marin ez al., 1998) y 0,77 (Pitt y Hocking, 1997). Por su carécter
xerofilico, por ser mas tolerantes a altas temperaturas (Leong et al., 2006) y por tener
mayor velocidad de crecimiento (Belli er al., 2004a) A. niger es la especie
predominantemente aislada de uvas (Battilani ef al., 2002; Serra et al., 2003) y pasas de
uvas (Romero er al., 2005). Sin embargo A. carbonarius ha sido senalado como el
principal responsable de la contaminacion por OTA en uvas y derivados. Esto es debido a
que los aislamientos de 4. carbonarius son mas productores que los de 4. niger y que la
mayoria de las cepas estudiadas son productoras de toxina, en cambio sélo entre el 1 al 20

% de las cepas de 4. niger son ocratoxicogénicas.

La prediccion del crecimiento de A. carbonarius podria ser importante para estimar el
riesgo de colonizacion de uvas y derivados y de produccion de la toxina. Como la
biosintesis de OTA ocurre en un rango mas estrecho de a,, y temperatura que para el
crecimiento, si el crecimiento es restringido la toxina no estara presente. Condiciones
ambientales durante la postcosecha y los pasos de secado de las pasas de uva podrian
favorecer el crecimiento rapido de A. carbonarius, teniendo en cuenta que en el campo
temperaturas cercanas a 30 °C son habituales y que a esa temperatura el hongo puede

crecer a aw tan bajas como 0,85. Como la produccion de toxina es favorecida a
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temperaturas mas bajas habria que tener en cuenta la influencia de las fluctuaciones de

temperatura entre el dia y la noche sobre la biosintesis de OTA.

En la produccion de pasas de uvas el secado rapido de frutos potencialmente
contaminados por debajo de 0,87 eliminaria el riesgo de la produccion de OTA, sin
embargo el rehumedecimiento de los frutos bajo condiciones de almacenamiento
inadecuadas podria producir el crecimiento flngico con el consiguiente riesgo de
produccion de la micotoxina. El secado deberia ser considerado un punto critico en la

produccion de las pasas de uvas cuando éstas se obtienen por secado al sol.



I11.3. Efecto de compuestos fendlicos sobre el crecimiento y produccion de OTA por

A. carbonarius

I11.3.1. Efecto de polifenoles totales de vino Merlot

Las propiedades antimicrobianas de los polifenoles totales de diferentes vinos han
sido estudiadas por algunos autores en distintas especies bacterianas (Alberto ef al., 2002 y
Rodriguez Vaquero ef al., 2007).

Debido a que el vino de la variedad Merlot es el que posee una mayor cantidad de
compuestos fenodlicos (Rodriguez Vaquero et al., 2007), como estudio preeliminar se probd
el efecto de un concentrado de este vino sobre el crecimiento de A. carbonarius y la
biosintesis de OTA, utilizando CYA como medio control. También se prob¢ el efecto del
vino clarificado al cual se le extrajeron los polifenoles con carbon activado (seccion 11.3.1).

Se observd un efecto significativo de los tratamientos sobre la velocidad de
crecimiento y sobre la fase lag de A. carbonarius (Tablas 22 y 23, Apéndice 4). Se
registraron mayores velocidades de crecimiento en los medios con los concentrados de
vino que en el control. En el medio con los polifenoles totales del vino se observo un
crecimiento mas rapido del hongo que en el medio con el concentrado clarificado (Tabla
I11.3). Por lo tanto la presencia de polifenoles totales de vino en una concentracion de 4000
mg/l pareceria estimular la velocidad de crecimiento de 4. carbonarius en este medio.

Aunque las fases lag observadas en los tres tratamientos son muy cortas (menores a
un dia), las de los concentrados son significativamente mayores que las del control, no

observandose diferencias significativas entre ellos (Tabla II1.3).

Tabla II1.3. Efecto de los concentrados de vino sobre la velocidad de crecimiento y fase

lag de 4. carbonarius.

Control M. clarificado Merlot
velocidad (mm.dia™") 15.83+1,07* 2823+044° 29.87+0,68°
lag (dias) 0,44+0,09° 062+0,02° 0,68+0,03°

< Jetras distintas presentan diferencias significativas entre los valores medios de cada fila (p = 0,05).
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Con respecto a la produccion de OTA, se observé un efecto significativo de los
tratamientos, en cambio el tiempo de incubacion y la interaccion entre éste y los
tratamientos no tuvieron efecto en la biosintesis de la toxina (Tabla 24, Apéndice 4).

La concentracion de OTA producida en los distintos tratamientos se observa en la
Tabla II1.4. Una mayor cantidad de toxina fue producida en el medio con el concentrado
clarificado que en los otros tratamientos. Las cantidades de OTA producidas en presencia
del concentrado de vino fueron significativamente menores que las observadas en
presencia del extracto clarificado, indicando un posible efecto de los polifenoles sobre la
produccién de la toxina. En base a estos resultados preeliminares se ensayo el efecto de

compuestos fenolicos puros.

Tabla II1.4. Concentracion media de OTA producida por 4. carbonarius a diferentes
tiempos de incubacion en el medio de cultivo CYA (control), y en CYA adicionado con

concentrados de vino.

Tratamiento
Tiempo
Control M. clarificado Merlot
7 3,17+ 0,27* 535+1,13 2.46 £ 0,64
14 3,56 +2.30 3,92+0,17 2,27 £ 0,57
21 5,16+ 1,97 5,60+ 1,24 3,24+ 0,28
28 3,63 +1,36 6,86 + 0,98 3,14+ 0,27

) g OTA/g de medio de cultivo + desvio estandar. Cada valor presentado
corresponde a la media de cuatro valores (dos cuantificaciones realizadas a
cada una de las réplicas).

I11.3.2. Efecto de los compuestos fenélicos puros

El posible rol de los compuestos fendlicos como inhibidores del crecimiento fungico
y la produccion de toxinas es de interés muy reciente. Esto esta en parte relacionado a los
hallazgos de que la resistencia a la infeccion fingica de algunas variedades de cultivos esta
correlacionada con su contenido en compuestos fenolicos (McKeehen ef al., 1999; El

Modafar et al., 2000; Siranodou et al., 2002). Ademas se encontrd que algunos de estos
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compuestos disminuyen la produccion de micotoxinas tales como fumonisinas (Beekrum er
al., 2003), tricotecenos (Bakan ef al., 2003) y aflatoxinas (Mahoney y Molyneux, 2004).
Para estudiar el efecto individual de los compuestos fenolicos sobre el crecimiento de
A. carbonarius y la biosintesis de OTA se ensayaron algunos de los que se encuentran
naturalmente presentes en uvas y derivados. Se determiné la velocidad de crecimiento, fase
lag y produccion de la toxina en medios con el agregado de los compuestos puros en

solucion etandlica a diferentes concentraciones (seccion I1.3.1b).

[11.3.2.1. Efecto de compuestos fendlicos no flavonoides: acidos galico y cafeico

Se estudio el efecto del 4cido galico a 100, 200, 300 y 500 mg/l de medio de cultivo
sobre el crecimiento y la produccion de OTA por A. carbonarius. Se observéd un efecto
significativo de los tratamientos (p<0.0001) sobre la velocidad de crecimiento y sobre la
fase lag (Tabla 25 y 26, Apéndice 4). A mayor concentracion del compuesto, se observo
menor velocidad de crecimiento y alargamiento de las fases lag (15 dias a 300 mg/l),

resultando 500 mg/l totalmente inhibitoria (Figura III.5a y b).

a) b)
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Figura 1IL5. Efecto de distintas concentraciones de acido galico sobre el crecimiento y
fase lag de A. carbonarius. a) crecimiento (mm.dia™), b) fase lag (dias). Distintas letras en

las columnas indican que los valores son significativamente diferentes (p = 0,05).
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El analisis de varianza demostré que el efecto de las distintas concentraciones de
acido galico sobre la produccion de OTA fue significativo (p<0.0001), en cambio no lo
fueron el tiempo de incubacién y la interaccion entre estos dos factores (Tabla 27,
Apéndice 4). En la Figura IIl.7a se puede observar que la presencia del acido galico a la
menor concentracion ensayada, 100 mg/l, ya tiene un efecto significativo sobre la
produccion de OTA. A concentraciones mayores, al extenderse la fase lag se observa

produccion de OTA a tiempos de incubacion mas prolongados.

El efecto de este compuesto sobre el crecimiento de otros hongos toxicogénicos y
sobre la produccion de otras micotoxinas ha sido estudiado por otros autores. Mahoney y
Molyneux (2004) encontraron que una concentracion de 2000 mg/l de acido galico no tiene
efecto sobre el crecimiento radial de 4. flavus, sin embargo la produccion de aflatoxina
redujo a un 4 % con respecto al control. Estos autores sugieren que este compuesto podria
afectar genes que controlan los pasos de la biosintesis de aflatoxinas, o actuar como
quelante de zinc y otros iones esenciales para el crecimiento fungico. La concentracion de
metales traza, como el Zn y el Fe, tienen una fuerte influencia sobre la produccion de OTA
por A. ochraceus y ha sido también descrita para otras especies de Aspergillus
(Muhlencoert et al., 2004). Por lo que la disminucién de la produccion de esta toxina,
incluso a concentraciones de acido gélico que afectan poco al crecimiento de A.
carbonarius, podria deberse al efecto quelante sobre los metales traza del medio de
cultivo.

Palumbo e al. (2007) estudiaron el efecto de varios compuestos fendlicos sobre el
crecimiento y produccion de OTA por diversas especies de Aspergillus. En relacion al
acido gdlico, trabajando con una concentracion de 10 mM (aproximadamente 1700 mg/l),
observaron una significativa reduccion del crecimiento y la produccion de toxina con
respecto al control en 4. alliaceus, A. lanosus, A. melleus, A. sulphureus y A. sclerotiorum.
En relacion a A. carbonarius aparentemente este compuesto no influye sobre el
crecimiento y‘muestra una tendencia a inhibir la produccién de OTA si bien los resultados
no fueron estadisticamente significativos. Los autores sefialan una alta variabilidad en el
comportamiento de este hongo en respuesta a los tratamientos con los antioxidantes,
probablemente debido a que en el medio de cultivo AMM (A4spergillus Minimal Medium)

la cepa utilizada produjo niveles muy bajos de OTA en relacion a las cepas de las otras
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especies estudiadas. Siendo éste el tnico trabajo encontrado sobre el efecto especifico de
este compuesto, cabe sefialar que los resultados no son muy concluyentes aunque la
tendencia es similar a la observada en el presente estudio con menores concentraciones del

compuesto.

El acido cafeico fue estudiado en las concentraciones 50, 250, y 500 mg/l de medio
de cultivo, observandose un efecto significativo de los tratamientos (p<0,0001) sobre la
velocidad de crecimiento y sobre la fase lag (Tablas 28 y 29, Apéndice 4). La velocidad de
crecimiento se ve ligeramente estimulada a 50 mg/l con respecto al control, es inhibida
mas de un 10 % a 250 mg/l y no se observé crecimiento a 500 mg/l (Figura II1.6a). La fase
lag aumenta a mayor concentracion del compuesto (Figura III.6b). Se encontraron
diferencias significativas para todas las medias, tanto para los valores de velocidad de

crecimiento como para los de fase lag.

a) b)

lag (dias)

(mm.dia™)

6 ¢

d ‘- i b
A F 4 — j

Control 50 mg/l 250 mg/l 500 mg/l Control 50 mg/ 250 mg/l

velocidad de crecimiento

Figura IIL.6. Efecto de distintas concentraciones de acido cafeico sobre el crecimiento y
fase lag de A. carbonarius. a) crecimiento (mm.dia™), b) fase lag (dias). Distintas letras en

las columnas indican que los valores son significativamente diferentes (p = 0,05).

El andlisis de varianza demostré que el efecto de las distintas concentraciones de
acido cafeico y el tiempo de incubacion sobre la produccion de OTA resulté significativo
(p<0.01), en cambio no lo fue la interaccion entre estos dos factores (Tabla 30, Apéndice
4). En la Figura II1.7b se observa que a 250 mg/l es significativamente menor la
produccion de toxina en todos los tiempos de incubacidon con respecto al control y a 50

mg/l.
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Figura IIL.7. Efecto de distintas concentraciones de compuestos fenolicos no flavonoides

sobre la produccion de OTA (pg/g) por 4. carbonarius. a) acido gélico, b) acido cafeico.

(NC: no crecio, nd: no detectada).
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Bisogno et al. (2007) informaron que la MIC para 4. niger, integrante de la Seccion
Nigri al igual que 4. carbonarius, es mayor a 250 mg/l. Beekrum er al. (2003) encontraron
que el acido cafeico, al igual que otros compuestos fendlicos, resultd efectivo como
inhibidor del crecimiento de Fusarium verticillioides (MIC = 50 mg/l). La produccién de
fumonisina B, se redujo en un 90 % en presencia de dosis tan bajas del compuesto como 1
mg/l. Bakan ef al. (2003) observaron una menor produccion de tricotecenos por Fusarium
graminerum en el germen de maiz en comparacion con otras fracciones del grano y lo
atribuyen a la mayor concentraciéon de compuestos fenolicos entre los cuales el acido
cafeico es un componente mayoritario. Este efecto inhibitorio de la produccion de la toxina
no fue acompaiiado por una reduccion significativa del crecimiento fungico. Samapundo er
al. (2007) estudiaron el efecto del acido vainilico y el acido cafeico en un rango de
concentraciones de 0 a 2500 g/Kg de maiz a distintos niveles de actividad de agua (0,88-
0,97) sobre el crecimiento y la produccién de fumonisinas por F. verticillioides y F.
proliferatum, y de aflatoxinas por A. flavus y A. parasiticus. Los aislamientos de Fusarium
fueron generalmente mas susceptibles en términos de crecimiento y produccion de toxina
que las cepas de Aspergillus. El 4cido cafeico inhibi6 completamente el crecimiento de F.
proliferatum a concentraciones > 2000 mg/Kg en combinacion de una valor de a, de
0,921, pero no afectd el crecimiento micelial de las especies de Aspergillus dentro del
rango estudiado de concentraciones y actividades acuosas. La produccion de fumonisina B
fue significativamente reducida a los 20 dias de incubacién con una concentracién de 1000
mg /Kg (97 y 75 % para F. verticillioides y F. proliferatum respectivamente). En cuanto a
la produccion de aflatoxina B también se observo un efecto inhibitorio del acido cafeico el
cual se tradujo en una inhibicién de al menos 74 % de las cantidades producidas en el
control para ambas especies toxicogénicas de Aspergillus a todas las condiciones
evaluadas. Segin Palumbo ef al. (2007) el acido cafeico tiene un efecto similar al del acido
gélico frente a las especies productoras de OTA anteriormente mencionadas, incluyendo

A. carbonarius.
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I11.3.2.2. Efecto de compuestos fendlicos flavonoides: quercetina, rutina y catequina

Los compuestos quercetina y rutina fueron estudiados a: 50, 100, 250 y 500 mg/1.
Se observé un efecto significativo de los tratamientos (p<0,0001) sobre la velocidad de
crecimiento y sobre la fase lag para ambos compuestos, pero no resulté significativo el tipo
de compuesto utilizado para la velocidad de crecimiento (Tablas 31 y 32, Apéndice 4).
Para ambos compuestos no hay diferencias significativas en las velocidades de crecimiento
ni en la fase lag a 50 y 100 mg/I con respecto al control, si a 250 y 500 mg/l. A esta ultima

concentracion el crecimiento se vio totalmente inhibido (Figura III.8).
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Figura IIL.8. Efecto de distintas concentraciones de rutina (a y b) y quercetina (¢ y d)
sobre el crecimiento y fase lag de 4. carbonarius. Distintas letras en las columnas indican

que los valores son significativamente diferentes (p = 0,05).

Una caracteristica particular observada en las placas de Petri en presencia de estos

compuestos fue un halo de aclaramiento alrededor de las colonias a partir de las 24 horas
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de crecimiento del hongo (Figura III.9). Probablemente esto podria atribuirse a la
produccion de enzimas extracelulares capaces de degradar los compuestos fenolicos tal
como ha sido mencionado para diferentes especies de Aspergillus, incluyendo A. flavus
(Medina et al., 2004).

En relaciéon a la produccion de OTA las distintas concentraciones de rutina y
quercetina y el tiempo de incubacidn tienen un influencia significativa sobre la biosintesis
de la toxina por 4. carbonarius, no asi el compuesto utilizado (Tabla 33, Apéndice 4).

En la Figura III.10 se observa la concentracion media producida en presencia de
rutina y quercetina a las distintas concentraciones ensayadas y a los 7, 14, 21 y 28 dias de
incubacién. Para ambos compuestos se encontraron diferencias significativas con respecto
al control a todas las concentraciones ensayadas. Con 50 y 100 mg/l el efecto sobre la
produccion de OTA fue similar, en tanto que a 250 mg/l se produjo una importante
inhibicion de la produccion de la toxina.

Se produjo mayor cantidad de OTA a mayor tiempo de incubacion, aunque no se
observaron diferencias significativas entre las concentraciones halladas a 21 y 28 dias.

Nuestros resultados demuestran que la respuesta del hongo frente a rutina y
quercetina es muy similar, lo cual estd en concordancia con la similitud de sus estructuras
quimicas. La quercetina (forma aglicona) resultdé mas efectiva que la rutina (forma
glicosidica) como inhibidor del crecimiento de algunas bacterias patégenas (Rodriguez
Vaquero et al., 2007). También se ha estudiado el efecto de estos compuestos sobre el
crecimiento fungico y la produccién de micotoxinas, aunque los datos hallados en la
bibliografia son escasos. Weidenborner ef al. (1990) informaron que la quercetina no tuvo
efecto sobre el crecimiento de varias especies de Aspergillus que si resultaron inhibidos
por la flavona no sustituida. Estos autores, analizando el efecto de diversos compuestos
flavonoides, concluyen que existe una relacion entre la actividad antifiingica de los
compuestos y la presencia de determinados sustituyentes. En general, los compuestos con
mayor namero de grupos hidroxilo, y por lo tanto con mayor polaridad, poseen la menor

actividad antifingica.
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Figura IIL9. Placas de Petri con A. carbonarius crecidos en medio de cultivo control,
medio con 50 mg/l de rutina, y medio con 50 mg/l de quercetina (de arriba hacia abajo), a
las 67 hs de siembra.
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Figura IIL.10. Efecto de distintas concentraciones de compuestos fendlicos flavonoides

sobre la produccion de OTA (ung/g) por A. carbonarius. a) rutina, b) quercetina. (NC: no

crecid).
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Norton (1999) también encontr6 que la quercetina, en comparacién con otros compuestos
flavonoides, no inhibié apreciablemente la produccion de aflatoxinas por 4. flavus, datos
que coinciden con los de Mallozzi ef al. (1996).

Los resultados del presente estudio demuestran que ambos flavonoides (quercetina y
rutina) no tienen un efecto muy marcado sobre el crecimiento de 4. carbonarius hasta
concentraciones de 250 mg/l, si bien a esta concentracion la produccion de OTA disminuye
considerablemente, resultados que no es posible cotejar con los de otros autores pues no se
han encontrado referencias bibliograficas sobre la influencia de estos compuestos sobre la
produccion de OTA. Una concentracién de 500 mg/l result6 totalmente inhibitoria para el

crecimiento del hongo.

El efecto sobre el crecimiento y fase lag del compuesto fendlico catequina fue
estudiado a 50, 1000 y 2000 mg/l. La concentracion mas baja fue la misma que se usé para
todos los compuestos fendlicos y en este caso se seleccionaron concentraciones
relativamente altas en relacion a los otros dos flavonoides teniendo en cuenta la proporcion
en la que este compuesto estd presente en el vino (Manca de Nadra, comunicacion
personal).

Se observé un efecto significativo de los tratamientos (p<0.0001) tanto sobre el
crecimiento como sobre la fase lag (Tablas 34 y 35, Apéndice 4). Con la concentracion
maés baja ensayada hubo un efecto estimulante sobre el crecimiento, pero no hubo
diferencias significativas con respecto al control para la fase lag (Figura III.11 a y b). A
1000 mg/l disminuy¢ la velocidad de crecimiento y aument6 la fase lag. A 2000 mg/l1 el
crecimiento fue totalmente inhibido.

El analisis de varianza del efecto de las distintas concentraciones de catequina sobre
la produccion de OTA resulté significativo (p<0,0001), en cambio no lo fue el tiempo de
incubacidn y la interaccidn entre estos dos factores (Tabla 36, Apéndice 4). Se observo que
a 1000 mg/1 la produccion de toxina fue significativamente menor en todos los tiempos de

incubacion con respecto al control y a 50 mg/l (Figura I11.12).
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Figura IIL.11. Efecto de distintas concentraciones de catequina sobre el crecimiento y fase
lag de 4. carbonarius. a) crecimiento (mm.dia™), b) fase lag (dias). Distintas letras en las

columnas indican que los valores son significativamente diferentes (p = 0,05).
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Figura III.12. Efecto de distintas concentraciones de catequina sobre la producciéon de

OTA (ng/g) por A. carbonarius con respecto a un control. (NC: no crecio).

La catequina fue el compuesto fenolico que menos afecté la velocidad de

crecimiento, incluso a muy altas concentraciones: a 1000 mg/l sélo la disminuy¢é alrededor
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de un 20 %. El comportamiento de este compuesto fue similar frente a otros hongos,
evidenciandose un incremento del crecimiento a concentraciones relativamente bajas.
Weidenborner e al. (1990) sefialaron que concentraciones entre 0,5 y 8.10* mol.I"' (14,5 y
232 mg/l) estimularon el crecimiento de A. chevalieri y A. flavus. Norton (1999)
caracterizO a la catequina como un débil inhibidor del crecimiento de A. flavus en
comparacion a otros flavonoides y no detecté ninguna influencia sobre la produccién de
AFB,. En relacion a su efecto sobre A. carbonarius, Palumbo et al. (2007) no observaron
efectos significativos sobre el crecimiento a concentracion 10 mM (2900 mg/1), ni tampoco
detectaron inhibicion de la biosintesis de OTA en el rango de concentraciones de 1,25 a 20
mM (aproximadamente 360 a 5800 mg/l). En algunos trabajos (Belli ef al., 2004a; Belli et
al., 2005; Leong et al., 2006) este compuesto ha sido incorporado al medio de cultivo
utilizado para estudiar la cinética de crecimiento del hongo y la biosintesis de OTA,
tratando de asemejar la composicion del medio base a la composicion de las uvas, en las
cuales este flavonoide se encuentra en concentraciones relativamente elevadas en relacion
a otros compuestos flavonoides. En el presente trabajo, cuando se utilizé una concentracion
similar a la encontrada en las uvas (50 mg/l) se observd un efecto estimulante del
crecimiento. Los efectos inhibitorios de la catequina sobre el crecimiento de A.
carbonarius y sobre la produccion de OTA se evidenciaron cuando la concentracion fue

mayor de 1000 mg.1"".

Si bien algunos de los compuestos fenolicos estudiados, tales como el acido cafeico,
la rutina y la quercetina, producen una estimulacion del crecimiento cuando se encuentran
en bajas concentraciones, al aumentar la concentraciéon de dichos compuestos todos ellos
evidencian un efecto inhibitorio del crecimiento, asi como de la produccion de OTA. El
efecto sobre el crecimiento no es muy marcado en algunos casos, en general se nota una
mayor actividad en relacion a la produccion de la toxina. Estos resultados coinciden con
los datos encontrados en la bibliografia, que muestran una tendencia a la inhibicion de la
produccion de micotoxinas al incrementarse la concentracion de los compuestos fendlicos,
siendo muy escasos los datos encontrados en referencia a la producciéon de OTA por A.
carbonarius.

Los compuestos fenolicos presentes en diversas especies vegetales posiblemente

jueguen un rol importante en la compleja interaccion entre el hongo y el sustrato,
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conducente a la biosintesis de metabolitos secundarios flingicos. Varios mecanismos de
accion han sido sugeridos en tal sentido. Al inhibir el estrés oxidativo, por su potente
accion como antioxidantes, suprimirian una de las causas desencadenantes de la biosintesis
de las micotoxinas (Kim er al., 2006). Por otra parte, también se ha sefialado que podrian
actuar como quelantes de metales que son esenciales para la produccion de algunas
micotoxinas, incluida la OTA (Mahoney y Molyneux, 2004). Estudios a nivel molecular
sefialan la posible influencia de estos compuestos sobre algunos genes involucrados en
diferentes etapas de la biosintesis de las micotoxinas (Mahoney y Molyneux, 2004; Kim ef
al., 20006).

Palumbo et al. (2007) sefialan la presencia de estos compuestos en el café, uvas y
vinos, cebada, nueces, almendras y pistacho. Estas fuentes naturales de antioxidantes son, a
la vez, habitats comunes de especies ocratoxigénicas de Aspergillus y Penicillium, y la
contaminacion con OTA ha sido detectada en todas estas “commodities”. Esta aparente
contradiccion estaria indicando que el rol de los compuestos antioxidantes en la ecologia
de los hongos productores de OTA es bastante complejo. También es importante tener en
cuenta que estos compuestos en las plantas se encuentran esterificados con carbohidratos
formando parte de estructuras mas complejas (por ejemplo los taninos) o en forma de
glicésidos susceptibles de ser hidrolizados por las enzimas flingicas (Mahoney vy
Molyneux, 2004; Medina ef al., 2004). Se ha sugerido el uso potencial de compuestos
naturalmente presentes en las uvas para conferir resistencia a la colonizacién por
Aspergillus carbonarius y el crecimiento, y la supresion de la biosintesis de OTA. Estos
compuestos podrian ser acrecentados a través de la seleccion de cultivares o por programas

de mejoramiento genético.

Por tratarse de compuestos naturales presentes en diversos vegetales que forman
parte de la dieta humana, la acciéon antimicrobiana de los compuestos fenolicos ha
despertado en los ultimos afios considerable interés. En particular, su efecto sobre el
crecimiento de los hongos y su posible rol en la biosintesis de las micotoxinas son aspectos
importantes a dilucidar para poder emplear a estos compuestos como antifiingicos
naturales o como sinergistas de los fungicidas actualmente en uso. La utilizacion de
compuestos para controlar el crecimiento y/o la produccién de toxina, naturalmente

presentes en plantas y considerados seguros, tendria menos riesgo de causar efectos
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desfavorables que la utilizaciéon de sustancias quimicas de introduccién reciente. Ademas
los compuestos fenélicos al ser metabolitos secundarios de practicamente todas las plantas

podrian ser agentes antifingicos de facil obtencion, para la aplicacion pre y/o post cosecha.
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Conclusiones

III. CONCLUSIONES

Efecto de la actividad de agua y la temperatura sobre el crecimiento de A.

carbonarius y la produccion de OTA.

e El empleo de indculos mixtos, integrados por suspensiones de esporas de diferentes
aislamientos de la misma especie, resulté ser una metodologia adecuada para
minimizar el efecto de las cepas fungicas en el estudio del crecimiento y la

produccion de OTA por 4. carbonarius.

o El efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento de cepas argentinas de A4.
carbonarius fue similar a lo observado en cepas de otros origenes geograficos,

aunque en el presente trabajo se encontraron mayores velocidades de crecimiento.

e La temperatura optima de crecimiento fue 30 °C en todos los niveles de ay

ensayados.

e En el rango de ay analizado la velocidad de crecimiento aumenté con el incremento
de la ay, y la tolerancia a bajas actividades acuosas fue encontrada a temperaturas

cercanas a la 6ptima.

e No se observé crecimiento a ay por debajo de 0,85, lo cual sugiere que la ay

limitante para el crecimiento de 4. carbonarius es muy cercana a ese valor.

e Las cepas aisladas de pasas de uva usadas en el presente trabajo mostraron una
relativa tolerancia a bajas a,, siendo capaces de crecer bastante rapido en el rango
de aw 0,87-0,89 a temperaturas de 25 6 30°C, condiciones ambientales que podrian
darse en la poscosecha de las uvas y durante las etapas de secado para obtener las

pasas.
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La mayor produccion de OTA fue observada a 15 °C en todos los niveles de a,

donde hubo crecimiento.

En general la produccion de OTA disminuyé con la disminucion de la ay. No se
detectd produccion de OTA a a,, < 0,87, y a esta actividad de agua la toxina fue

encontrada a los 28 dias en s6lo uno de los triplicados a nivel de trazas.

En las condiciones del presente estudio una combinacién de a, alta y temperatura
baja favorecio la formacion de mayores cantidades de OTA, mientras que una ay
baja en conjuncién con una temperatura elevada resulté en una menor produccion

de esta toxina.

Los rangos de temperatura para la produccion de OTA fueron mas restringidos que
aquellos observados para crecimiento del hongo. Relativamente poca toxina fue

producida a temperaturas cercanas a la 6ptima para el crecimiento.

Efecto de compuestos fendlicos presentes en las uvas sobre el crecimiento de

Aspergillus carbonarius y la produccion de ocratoxina A.

Si bien algunos de los compuestos fendlicos estudiados produjeron una
estimulacion del crecimiento cuando se encontraron en bajas concentraciones, al
aumentar la concentracion de dichos compuestos todos ellos evidenciaron un efecto

inhibitorio del crecimiento, asi como de la produccién de OTA.

En general se observo un mayor efecto de estos compuestos sobre la produccion de

la toxina que en relacion al crecimiento.

Todos los compuestos fendlicos ensayados, a excepcion de la catequina, fueron

inhibitorios para el crecimiento en una concentracién de 500 mg/1.
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Los dos compuestos no flavonoides (4cidos galico y cafeico) mostraron un efecto
similar sobre el crecimiento de A. carbonarius, si bien a la menor concentracion
ensayada, el acido cafeico resultd estimulante para el crecimiento del hongo. El

acido galico tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre la produccién de OTA.

En relacion a los compuestos flavonoides, quercetina y rutina presentaron un
comportamiento similar entre si y diferente del observado para catequina. Este
ultimo resulté menos inhibitorio tanto para el crecimiento como para la produccion

de la toxina.

En funcion del efecto inhibitorio de estos compuestos, observado principalmente
sobre la produccion de OTA, podria ser considerado su uso potencial como

antifungicos naturales.
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APENDICE 1. Abreviaturas

ADNmt: Acido desoxirribonucleico mitocondrial
ADNTr: Acido desoxirribonucleico ribosomal

AFB,: Aflatoxina B,.

AMM: Aspergillus Minimal Medium

Ay: Actividad de agua

BEN: Nefropatia Endémica de los Balcanes

CYA: Agar Czapek Extracto de Levadura

FDA: Food and Drug Administration

GAE: Equivalentes de Acido Galico

GRAS: Generalmente reconocido como seguro
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
IARC: International Agency for Research on Cancer
JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
MEA: Agar Extracto de Malta

MIC: Concentracion Minima Inhibitoria

NRRL: Northern Regional Research Laboratory
OTA: Ocratoxina A

PTWI: Ingesta Provisional Semanal Tolerable
RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms

YES: Sacarosa Extracto de Levadura
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APENDICE 2: COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

Agar Czapek Extracto de Levadura (Klich, 2002)

K>HPO4 10g
Concentrado Czapek 10 ml
Extracto de levadura 50¢g
Sacarosa 30,0 g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000 ml

Concentrado Czapek (con metales traza):

NaNO; 30,0 g
KCl 50¢g
MgS0,.7H,0O 50¢g
FeSO,.7H,0 0,1g
ZnS0O,.7H,O 0,1 g
CuS0,.5H,0 0,05¢g
Agua destilada 100 ml
El pH final es 6,7.

Agar Extracto de Malta (Klich, 2002)

Extracto de malta en polvo 20,0 g
Peptona 10g
Glucosa 20,0 g
Agar 20,0 g
Agua destilada 1000 ml

Ambos medios se esterilizan en autoclave a 121 °C durante 15 min.
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APENDICE 3: TABLAS DE DATOS

Tabla 1. Velocidades de crecimiento (mm.dia™") de cada placa para las cepas A, B,Cy Dy

el indculo mixto.

A B C D A+B+C+D
13,95 14,67 15,45 14,43 15,68
15,19 15,87 15,93 16,03 14,54
15,02 14,60 16,10 15,34 15,62
14,64 15,74 16,11 15,78 15,80
14,39 14,99 16,34 14,52 15,15
14,99 15,32 16,01 14,01 15,47
14,63 15,75 16,19 15,29 15,42
14,76 14,89 14,18 14,31 15,71

14,70+0,40 15,23+0,51 15,79+0,70 14,96+0,74 15,42+0,41

Tabla 2. Fase lag (dias) calculadas para cada placa de las cepas A, B, C y D y el inéculo

mixto.

A B C D A+B+C+D
0,30 0,16 0,40 0,35 0,31
0,20 0,35 0,39 0,51 0,33
0,13 0,18 0,60 0,22 0,51
0,25 0,27 0,47 0,29 0,43
0,19 0,35 0,55 0,37 0,55
0,31 0,61 0,48 0,10 0,42
0,30 0,38 0,43 0,19 0,48
0,44 0,31 0,27 0,17 0,57

0,26+0,10 0,33+0,14 0,45+0,10 0,28+0,13 0,45+0,09
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Tabla 3. Produccion de OTA de cepas A, B, C, D y del in6culo mixto (A+B+C+D).

Cepa Dias ug OTA.g agar ' Valor promedio pg.g”
1,34
7 1,20 1,54
2,08
2,22
14 2,64 2,33
A 2,13
2,57
21 1,75 2,17
2,19
3,36
28 3,28 3,10
2,68
2,52
7 2,37 2,37
2,23
4,26
14 3,05 3,66
B 3,66
5,79
21 4,17 5,44
6,36
6,34
28 2,72 4,89
5,60
5,46
7 1,63 3,29
2,76
6,19
14 5,13 5,66
€ 5,65
DP
21 6,87 7.40
7,93
4,35
28 8,96 73
9,95
0,45
7 0,45 0,68
1,14
1,38
D 14 1,37 1,82
2,72
DP
21 5,81 5,57
3,33
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Tabla 3. Produccién de OTA de las cepas A, B, C, D y del in6culo mixto (A+B+C+D)

(continuacién).

Cepa Dias ug OTA.g agar Valor promedio pg.g”

1,36

D 28 3,54 2,36
217
1,08

7 2,24 2,00
2,69
2,77

14 7,14 4,52
A+B+C+D 3,65
5,67

21 3,22 6,28
7,94
3,60

28 3,55 4,35
5,90

DP: dato perdido.



Apéndices

Tabla 4. Velocidades de crecimiento (mm.dia™") de cada placa de A. carbonarius a las

diferentes aw y temperaturas (°C) estudiadas.

Temperatura (°C)

Aw 35 30 25 20 15
12,76 17,41 15,09 9,82 5,45
12,61 17,34 15,29 9,87 5,54
0,95 12,74 17,60 15,41 9,90 5,69
12,76 17,31 15,00 9,87 5,54
12,38 17,63 15,36 9,78 5,64
7,47 9,49 9,42 5,34 3,60
7,14 9,95 9,82 5,20 3,76
0,925 6,25 9,95 9,68 5,14 3,89
7,03 10,07 9,53 5,05 4,12
JoZl 9,65 9,37 3,21 3,73
6,88 7,87 7,04 3,70 NC
757 T 8,30 6,90 3,82 NC
0,90 7,04 7,89 7,00 3,80 NC
7,38 7,95 6,87 3,73 NC
7,39 8,08 6,84 3,66 NC
2,43 4,28 3,63 0,86 NC
1,80 4,36 3,82 0,92 NC
0,89 2,33 4,18 3,17 0,94 NC
3,05 4,02 3,73 0,89 NC
2,49 4,13 3,66 0,91 NC
0,82 2,03 1,92 NC NC
0,85 2,16 1,57 NC NC
0,87 0,72 2,09 177 NC NC
0,72 1,87 1.93 NC NC
0,74 2;12 1,80 NC NC
NC 0,94 0,71 NC NC
NC 0,88 0,41 NC NC
0,85 NC 0,91 0,40 NC NC
NC 0,98 0,47 NC NC
NC 1,02 0,37 NC NC

NC: no crecio.
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Tabla 5. Fase lag calculada (dias) para cada placa de 4. carbonarius a las diferentes a,, y

temperaturas (°C) estudiadas.

A Temperatura (°C)
" 35 30 25 20 15
0,61 1,01 1,63 2,67 4,58
0,57 0,98 1,50 2,47 5,47
0,95 0,64 0,98 1,59 2,43 5,21
0,62 1,01 1,50 2,51 4,68
0,68 1,04 1,47 2,58 5,21
0,05 0,65 2,92 5,41 10,97
0,37 0,71 2,84 3,17 14,22
0,925 0,46 0,95 2,78 5,91 18,48
0,00 0,81 2,94 5,86 25,29
0,42 0,85 2,86 5,38 2597
1,38 1,66 3,12 8,45 NC
1,31 2,17 3,04 8,17 NC
0,90 1,29 1,61 2,75 1,35 NC
1,35 1,72 3,23 9,80 NC
1,19 2,02 3,07 7,33 NC
1,76 2,24 3,85 27,25 NC
4,71 1,45 4,16 33,39 NC
0,89 2,32 1,50 3,64 33,14 NC
3,43 1,91 4,11 41,12 NC
3,17 1,42 3,44 33,63 NC
2,95 4,00 11,93 NC NC
2,87 4,94 9,41 NC NC
0,87 6,69 3,31 9,68 NC NC
9,15 3,59 12,30 NC NC
10,80 4,10 11,95 NC NC
NC 9,44 25,99 NC NC
NC 10,68 35,89 NC NC
0,85 NC 10,62 31,45 NC NC
NC 12,63 28.46 NC NC
NC 11,92 33,54 NC NC

NC: no crecio.



Tabla 6. Produccion de OTA (pg.g ") de cada réplica de 4. carbonarius a las diferentes a,

y temperaturas estudiadas.

Temperatura (°C)

A, Tiempo
30 25 20 15
n.d. n.d. 0,06 0,45 n.d.
T n.d. n.d. 0,24 0,15 n.d.
0,02° n.d. 0,05 0,51 n.d.
0,38 0,06 0,32 0,46 4,10
14 0,79 n.d. 0,20 1,56 6,83
i3 0.36 0.13 0,19 2.72 3,14
: 0,84 0,04 0,48 3,93 13,71
21 0,76 0,04" 0,75 1,55 15,33
0,49 0,16 2.21 0,73 16,20
1,31 0,08 0,22 0,91 24,12
28 0,77 0,09 0,18 0,94 937
0,47 0,21 0,29 0,75 29,64
n.d. n.d. 0,03 0,04 NC
7 n.d. n.d. 0,04 n.d. NC
n.d. n.d. 0,09 n.d. NC
0,05 n.d. 0,04 1.39 NC
14 nd. n.d. 0,04" 0,63 NC
0,03 n.d. 0,06 1,32 NC
99 1,06 n.d. 0,02 2.21 6,28
21 0,34 n.d. 0,08 1,67 10,85
0,28 n.d. 0,04" 2,01 DP
0,05 n.d. 0,02 0,63 8,79
28 0,05 0,05 n.d. 1,20 0,47
0,04" 0,06 n.d. 3,02 DP
n.d. n.d. n.d. NC NC
7 n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. n.d. 0,02 NC
14 n.d. n.d. n.d 0,03 NC
050 n.d. n.d. nd 0,03 NC
: n.d. nd. 0,03 2,67 NC
21 n.d. nd. n.d. 2,68 NC
n.d. n.d. n.d. 1,44 NC
n.d. n.d. n.d. 13,56 NC
28 n.d. n.d. n.d. 16,69 NC
n.d. n.d. n.d. 20,15 NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
7 n.d. n.d. n.d. NC NC
0.89 n.d. n.d. n.d. NC NC
’ n.d. n.d. n.d. NC NC
14 n.d. n.d. n.d. NC NC

n.d. n.d. n.d. NC NC

viii
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Tabla 6. Produccion de OTA (ug.g ™) de cada réplica de 4. carbonarius a las diferentes ay

y temperaturas estudiadas (continuacion).

Temperatura (°C)

Ay Tiempo
35 30 25 20 15
n.d. n.d. n.d. NC NC
21 n.d. n.d. 0,05 NC NC
0.89 n.d. n.d. DP NC NC
’ n.d. n.d. n.d. NC NC
28 n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
NC NC NC NC NC
7 NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
14 n.d. n.d. n.d. NC NC
0.87 n.d. n.d. n.d. NC NC
2 n.d. n.d. n.d. NC NC
21 n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. n.d. NC NC
28 n.d. n.d. n.d. NC NC
n.d. n.d. 0,02 NC NC
NC NC NC NC NC
g/ NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC
NC NC NC NC NC
14 NC NC NC NC NC
0.85 NC NC NC NC NC
2 NC n.d. NC NC NC
21 NC n.d. NC NC NC
NC n.d. NC NC NC
NC n.d. NC NC NC
28 NC n.d. NC NC NC
NC n.d. NC NC NC

NC: no crecid, n.d.: no detectado, DP: dato perdido. Limite de deteccion 0,02 pg/g, limite de
cuantificacion 0,05 pg/g. (") Si bien se encuentran por debajo del limite de cuantificacén se informan

los valores calculados en caracter de aproximacion.

X



Tabla 7. Velocidades de crecimiento (mm.dia™") de cada placa de 4. carbonarius en medio

CYA con el agregado del concentrado de vino Merlot.

Control M. clarificado Merlot
16,80 28,14 28,50
16,85 27,74 29,77
16,17 28,60 30,31
15,92 27,55 29,86
14,27 28.43 29,56
16,39 28.88 29,93
14,40 28,37 30,18

DP 28,11 30,84

DP: dato perdido, aparicion de colonias satélites que impidieron la
medicién de los diametros de la colonia.

Tabla 8. Fase lag calculada (dias) para cada placa de 4. carbonarius en medio CYA con el

agregado del concentrado de vino Merlot.

Control M. clarificado Merlot
0,49 0,61 0,67
0,32 0,61 0,72
0,52 0,60 0,73
0,43 0,61 0,65
0,32 0,66 0,69
0,55 0,61 0,68
0,41 0,62 0,67
DP 0,62 0,64

DP: dato perdido.

Tabla 9. Produccion de OTA por duplicado (pg.g h, por A. carbonarius en medio CYA

con el agregado del concentrado de vino Merlot.

Tiempo (dias) Control* M. clarificado Merlot
2,92
7 3,46 5,55 2,01
3,14 6,15 2,91
6,21
14 2,10 4,04 1.87
2,37 3,80 2,67
3,00
21 6,83 4,72 3.44
5,66 6,47 3.04
4,67
28 2,09 6,17 2,95
4,12 7,55 3,33

(') El control realizado en medio CYA fue analizado por triplicado.
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Tabla 10. Velocidades promedio de crecimiento (mm.dia™) y desvio estandar de A.

carbonarius en medio CYA con los compuestos fenélicos a las diferentes concentraciones

ensayadas (mg.l ),

A. galico A. cafeico Rutina Quercetina Catequina
Control 16,08+ 0,62 1423+0,96 1423+096 14,23 +0,96 14,23 +£ 0,96
50 15,69+ 1,00 14,40+0,54 14,46+047  15,58+0,52
100 13,21 £ 1;13 15,09+ 0,90 14,53 £ 0,49
200 12,52 + 0,86
250 1245+ 1,31 10,51+1,46 11,36+0,64
300 9,70 + 2,47
400
500 NC NC NC NC
1000 11,03 +£ 1,96
2000 NC
NC: no creci6.

Tabla 11. Fase lag calculada (dias) y desvio estandar de A. carbonarius en medio CYA

con los compuestos fenolicos a las diferentes concentraciones ensayadas (mg.l i

A. galico A. cafeico Rutina Quercetina Catequina
Control 3,48 £ 0,41 0,22 +0,12 0,22+ 0,12 0,22+ 0,12 0,22 +0,12
50 0,50 + 0,28 0,19 £ 0,09 0,22 + 0,04 0,32+0,11
100 7,78 £+ 1,40 0,27 + 0,15 0,25+ 0,11
200 14,20 + 0,24
250 3,98+ 1,17 2,96 + 1,01 5.73< 1,15
300 15,24 £ 2,61
400
500 NC NC NC NC
1000 9,96+ 1,16
2000 NC

Tabla 12. Produccién de OTA por duplicado (ug.g ™), por 4. carbonarius en medio CYA

con acido galico a las diferentes concentraciones ensayadas (mg.l ') y en el control con

etanol.

Tiempo (dias) Control 100 200 300
7 0,74 NC NC NC

3,75 NC NC NC

14 4,59 0,05 0,00 NC

8,38 0,11 0,00 NC

21 7,13 0,80 0,07 NC

5,14 0,16 0,02 NC

28 8,36 2,82 0,89 0,11

4,43 1,55 0,37 0,61

NC: no crecio.
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Tabla 13. Produccion de OTA (ug.g ™) por duplicado, por 4. carbonarius en medio CYA

con acido cafeico a las diferentes concentraciones ensayadas (mg.l Y y en el control con

etanol.
Tiempo (dias) Control 50 250
7 2,00 1,36 0,80
3,39 2,22 0,14
14 3,34 7.16 0,92
4,71 3,88 0,72
3 7,67 3,05 3,13
4,39 6,33 4,44
)8 4,76 1,57 4,11
6,59 5,98 2,70

Tabla 14. Produccién de OTA por duplicado (ug.g ), por A. carbonarius en medio CYA

con rutina y quercetina a las diferentes concentraciones ensayadas (mg.l ") y en el control

con etanol.
Tiempo Rutina Quercetina

(diasp) Conteol 5 100 250 50 100 250

7 2.00 1,58 0,95 0,05 1,04 2,73 0,40

3,39 2,40 1,72 0,03 1,58 1,96 0,54

14 3,34 2,96 3.40 0,27 2,08 1,32 0,39

4,71 3,93 6,21 0,65 2,97 2,10 0,03

2 7,67 4,59 4,79 1,44 3,38 1,97 1,26

4,39 3,34 8,94 1,43 4,03 1,97 0,72

28 4,76 3,39 5,33 1,90 7,47 4,05 1,02

6,59 1,32 4,80 2,70 7,21 4,05 0,30

Tabla 15. Produccién de OTA por duplicado (ug.g ), por 4. carbonarius en medio CYA

con catequina a las diferentes concentraciones ensayadas (mg.l ) y en el control con

etanol.

Tiempo (dias) Control 50 1000

7 2,00 3.51 NC

3.39 2.72 NC

14 3,34 4,66 0,68

4,71 6,97 1,30

21 7,67 3,17 0,76

4,39 5,34 0,39

28 4,76 5,90 0,80

6,59 9,35 1,24

Xii



APENDICE 4: TABLAS DE ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 16. Analisis de varianza de las velocidades de crecimiento de 4 cepas de A.

carbonarius y un indculo mixto.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Cepa 4 5.64 1,41 4,32%
Error 35 11,42 0,33
Total 39 17,06

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ©: significantivo p<0,01.

Tabla 17. Analisis de varianza de las fases lag de 4 cepas de 4. carbonarius y un indculo

mixto.
Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Cepa 4 0,26 0,07 5,05*
Error 35 0,46 0,01
Total 39 0,72

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significantivo p<0,01.

Tabla 18. Andlisis de varianza de la produccion de OTA de 4 cepas de A. carbonarius y

un inoculo mixto.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Cepa 4 99,23 2481  15,04*
Tiempo 3 88,46 29,49 17,88*
Cepa - Tiempo 12 28,34 2,36 1,43™
Error 38 62,69 1,65
Total 57

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ©: significativo p<0,0001.™: no significativo.

Tabla 19. Analisis de varianza sobre el efecto de la ay, temperatura y su interaccion sobre

la velocidad de crecimiento de 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Temperatura 4 601,35 150,34 5395,18*
ay 5 2528,14 505,63 18145,60%*
Temperatura - a,, 20 275,34 13,76 494,07*
Error 120 3,34 0,03
Total 149 3408,17

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. : significantivo p<0,0001.
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Tabla 20. Analisis de varianza del efecto de la a,, temperatura y su interaccion sobre la

fase lag de 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Temperatura 4 91914 22978.,50 6669,34*
a, 5 77225 15445,00 4482.80*
Temperatura - a,, 20 72432,7 3621,60 1051,15%*
Error 120 413 3,40
Total 149 241985

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.

Tabla 21. Analisis de varianza del efecto de la a,,, temperatura, tiempo de

interaccion sobre la producciéon de OTA por A. carbonarius.

incubacién y su

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Temperatura 4 400,63 100,16  50,64*
a, 3 190,84 63,61 32,17*
Tiempo 3 199,43 66,48 33,61%
Temperatura - a,, 12 799.47 66,62 33.69*
Temperatura — tiempo 12 331,87 27,66  13,98*
a,, — Tiempo 9 158,23 17,59 8,89%
Temperatura - a,, - Tiempo 36 875,48 24,32  12,30%*
Error 158 312,48 1,98
Total 23

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. : significativo p<0,0001.

Tabla 22. Analisis de varianza del efecto de los concentrados de vino sobre la velocidad de

crecimiento de A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 2 861,76  430.88 752,09*
Error 20 11,46 0,57
Total 22

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ©: significativo p<0,0001.

Tabla 23. Analisis de varianza del efecto de los concentrados de vino sobre la fase lag de

A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 2 0,24 0,12 40,39*
Error 20 0,06 0,00
Total 22

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. . significativo p<0,0001.

Xiv



Apéndices

Tabla 24. Analisis de varianza del efecto de los concentrados de vino, el tiempo de

incubacion y su interaccion sobre la produccion de OTA por A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 2 31,45 15:92 9,79*
Tiempo 3 8,84 2,95 1,84™
Tratamiento - Tiempo 6 8,36 1,39 0,87"
Error 16 25,68 1,61
Total 27

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,01.™: no significativo.

Tabla 25. Analisis de varianza del efecto del acido galico sobre la velocidad de

crecimiento de A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 4 1097,91 274,48 263,36*
Error 25 26,06 1,04
Total 29

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.

Tabla 26. Andlisis de varianza del efecto del acido galico sobre la fase lag de A.

carbonarius.
Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 4 2981,97 745,49 652,53%
Error 25 28,56 1,14
Total 29

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.

Tabla 27. Analisis de varianza del efecto del acido gélico, el tiempo de incubacion y su

interaccion sobre la produccion de OTA por 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 3 151,68 50,56 35,65%
Tiempo 3 13,67 4,55 321"
Tratamiento - Tiempo 9 18,62 2,06 1,46™
Error 16 22,69 1,42
Total 31 206,65

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. " : significativo p<0,0001.™: no significativo.
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Tabla 28. Analisis de varianza del efecto del 4cido cafeico sobre la velocidad de

crecimiento de 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 3 1110,90 370,30 419,74*
Error 26 22,94 0,88
Total 29

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. significativo p<0,0001.

Tabla 29. Andlisis de varianza del efecto del acido cafeico sobre la fase lag de A.

carbonarius.
Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 6 4435,30 1478.43 4315.61%*
Error 26 8.91 0,34
Total 29

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. significativo p<0,0001.

Tabla 30. Analisis de varianza del efecto del acido cafeico, el tiempo de incubacién y su

interaccion sobre la produccion de OTA por 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 2 34,17 17,08 8,75
Tiempo 3 48,06 16,02 8,20
Tratamiento - Tiempo 6 10,82 1,80 0,92™
Error 12 23,44 1,95
Total 23 116,49

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. : significativo p<0,01.™: no significativo.

Tabla 31. Andlisis de varianza del efecto de rutina y quercetina sobre la velocidad de

crecimiento de A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 4 2279,11 569,77 960,71*
Compuesto 1 0,09 0,09 0,15
Tratamiento — Compuesto 4 3,54 0,89 1,49™
Error 38,55 0,59
Total 65

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.



Tabla 32. Andlisis de varianza del efecto de rutina y quercetina sobre la fase lag de A4.

carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 4 9680,04 2420,01 11932,8*
Compuesto 1 5,78 5,78  28,52*
Tratamiento — Compuesto 4 20,64 5,16  25,45*
Error 65 13,18 0,20
Total 74

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.

Tabla 33. Analisis de varianza del efecto de rutina y quercetina, el tiempo de incubacién y

su interaccion sobre la produccion de OTA por 4. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 3 123,01 41,00 35,55%
Compuesto 2,87 2,87 249™
Tiempo 65,57 21,86 18,95*

Tratamiento - Tiempo 8.73 0,97 0.84™

1
3

Tratamiento - Compuesto 3 16,46 5,49  4,76**
9

Compuesto - Tiempo 3 11,02 3.67 3,19™

Tratamiento — Compuesto - Tiempo 9 34,60 3,84 3,33%*
Error 32 36,90 | 0 b
Total 63 299,17

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001, ©": significativo p<0,01.
": no significativo.

Tabla 34. Analisis de varianza del efecto de la catequina sobre la velocidad de crecimiento

de A. carbonarius.

Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 3 1063,70 354,57 399.,46*
Error 22 19,53 0,89
Total 25

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. ": significativo p<0,0001.

Tabla 35. Analisis de varianza del efecto de la catequina sobre la fase lag de A.

carbonarius.
Fuente de variacion Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 3 423353 1411,18 491,23*
Error 22 63,20 2,87
Total 25

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. "": significativo p<0,0001.
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Tabla 36. Analisis de varianza del efecto de la catequina, el tiempo de incubacién y su

interaccion sobre la produccién de OTA por A. carbonarius.

Fuente de variacién Grados de libertad SS MS F
Tratamiento 2 85,72 42,86 34,75
Tiempo 3 16,24 5,41 4,39™
Tratamiento - Tiempo 6 9,06 1,51 1,29
Error 12 14,80 1,23
Total 23 125,82

SS: suma de cuadrados, MS: media de cuadrados. : significativo p<0,0001.



FE DE ERRATAS

Péagina 20, Fig. .3: El 4cido cafeico posee los grupos hidroxilos en la posicion 3, 4 y no
en3,5.
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