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1.- INTI0DUCCION

Las frutas constituyen una imrortante fuente de nu -
trientes para el hombre. Son fuentes importantes dz carbo-
hidratos digeribles y no digeribles; los carbohidratos di-
geribles estan presentes bajo la forma de azucares y fécu-
las; en tanto que las sustancias no digeribles se encuen -
tran celuldsica, necesarias para una digestién normal.
También son fuente importante de minerales y vitaminas, es
pecialmente A y C.{15, 72)
Es por lo tanto necesario hacer todo el esfuerzo posible -
para que durante todo el afio se disponga de ellas para el-
consumo humano, ya ==z en estado fresco o en conserva. (13)

La composicién quimica de las frutas no solo varia de
acuerdc con las variedades botdnicas, las prdcticas de cul
tivo y el estado atmosférico sino que cambia con el grado-
de madurez sntes de 1a cosecha y la condicién de madurez -
posterior y progresiva después de la cosecha, la cual es -
Tuertemente influenciada por las condiciones de almacenaje.
(24)

No obstante, se pueden presentar algunas generaliza —
ciones. La mayoria de las frutas contienen proporciones -
altas de zgua, bajas de proteinas y bajas de grasas. E1 -
contenido de agua es ror lo general mayor del T0% y fre -
cuentemente mayor del 85%. El contenido de rrotefnas no es

mayor del 3.5% y el de grasas del 0.5%.(72)

Desde el momentc ~n gque las frutas se ¢osechan, co -
mienzan a rasar por una serie de etz .as de descompoaizidn-

rrogresiva y es aqui cuando curge 12 nececi:ed de preser -



varias.(55)

Entre los diversos medios de conservacidén los que em-

plean calor son ussdos ampliamente, El fundamento princi -
rel de la preservacién de frutas en latas o en botellas e=
el sallado hermético del recipiente gue las contiene y so-
metidas posteriormente a una esterilizacidén.{55, 95)
La destruccién de los microorganismos por el calor se debe
2 la coagulacidén de sus protefnas y especialmente a lez i -
nactivacién de las enzimas necesarias para su metabolismo.
(24)

I&a experiencia ha demostradc, gue como una regla, ics
mohos y las levaduras son destruides por el calentamiento-
de las latas por un tiempo dado produciendo un producto pe
latable de aspariencia atractiiva y gue las bactferias termo-—
reaistentes permanecen inocuas debido & su inhabilidad pe-—
ra crecer en medios dcidos como son los jugos de fruta.
{29, 40)

Bs decir, que la descomposicidin de las fruias process
das por actividad microbioldgice raramente ocurre y pusde-—
ser atribuida a fallas de rutina durante el proceso de ca~-—
lentamiento, o a microorgenismos gue se introducen al recz
plente después de la esterilizacidén debido = un sellade in

satisfactorio. (30)

Ko obstante, el moho Byssochlamys fulva ha sido encom

trado como un factor importante en 1la descomposicidn de -~
frutas enlatadas y embotelladas, causindo una complets d=-—
sintegracidn de la frutz debido al rompimisnto del materixi

péctico; también las latas infectzdas presentan, algunas -
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veces, abombamiento por la produccidn de didxido de carbo-
no.(4, 35, 28}

En comparacidn con otras especies de mohos presenta uns -
termoresistencie inusual atribuida a sus ascosporzas.(g1}

El Byssochlamys nfvea ha sido también encontrado, perc sus

ascospores son nmenos termoresistentes y normalmente no so—

brevive a los procesos de enlatado.(5, 99)

-«

El primer reporte de contaminacién por este moho ocu-
rrid en Gran Bretafia durante la década de los treinta, ¥ —
por algin tiempo se pensé que se restringia solo a este -~
pafs. Sin embargo, este microorganismo ya ha sido aislado-
de otras dreas incluyendo el Continente Europeo(Suiza, Yu-
goslavia, Holanda), Canadd, Australia, Sudamérica y la cos
ta oeste de Estados Unidos.{ 73, 74, 90, 93)



24= GENERALIDADES
2.1 Carscteristicas generszles de mohos.{24, 90)

Debido a que el crecimiento de los mohos es lento-
comparado con el de las bacterias y leveduras, cuando las-
condiciones son favorables sl desarrollc de todos estos mi
creorganismos, los mohos se encuentran en condiciones des-
favorables de competencia y a menudo se manifiestan en ali
mento= en que las condiciones son menos favorables para el
crecimiento bacterisno, como son:

a) alimentos con un bajo pH.

b) alimentos con un contenido de baja himedad.
c) alimentos almacenados a baja temperatursa.
d) alimentos expuestos a irradiacién.

e) alimentos conteniéndo antibidticos.

BEn general, los mohos pueden utilizar sustratos tsles
como pectinas y otros carbohidratos, dcidos orgdnicos, -

protefnzs y lipidos.

Los mohos mon perjudicizles ya sea: a) porgue son ca-—
paces de sintetizar metabolitos tdxicos, b) por su resis -
tencia al calor o a bajas temperaturas, ¢) por su resisten
cia a irradisciones, d) por su resistencia a antibidticos.
También pueden causar alteraciocnes de olor, ssbor y decolo

raciones de la superficie de los alimentos.{4%)

2.1.1 Definieidn
Se 4% el nombre de moho a ciertos hongos{latin, fun -

gug=hcngos) multicelulares, filamentosce, que no poseen -

hojas, troncos ni rafces, carecen de clorcfilas y cuyo cre-



cimiento en log alimentos se conoce fdcilmente por su as-
pecto aterciopelado o algodonoso. La parts principal del -
hongo en crecimiento generalmente es bl:snca; mds puede tan
bién estar cclorsada u obscurecida,

Ciertos mohos maduros presentan esporas colorsadas tipicas
gque dan color a parte o a toda la masa en crecimiento.

(1, 11, 24)

2.1.2 Caracteres morfolbgicos

La morfologia, es decir, la forma y estructura macro-—
y microscépica de los mochos, es una de las bases para su i
dentificacién y clasificacidn.

HIFAS Y MICELIO.- El elemento principal de crecimiento o -
forma vegetativa de un moho es la hifa(griego, hiphe=cafia}
estructura tubular ramificada, de 2-1l0pde didmetro, es de
cir mucho mayor que una bacteria. Las hifas formen al cre-
cer un conjunto de ramificaciones entretejidas, denominas -
dag micelios, que originan una colonis ¢ talo.
Las hifas crecen por slongacién de sus extremos{crecimien-
to apicel) y por produccién de ramas laterales.(1l4, 24)
Las hifa= que penetran en el interior del medio cuyas
sustancias nutritivas avsorben se denominan colectivamente
micelio vegetativo y se le conocen como hifas sumergidas,-—~
mientras que las que crecen hacia la superficie constitu -
yen el micelio aéreo; como esta ltimes contienen a menuds
las células reproductivas o esroras, se le denomina tam -~

bidén micelio reprosductor.(l)

Un pequefio grups de mohos produce esclerccios, gue -~



6

son masas de hifas fuertemente apelotonadas, a menudsc con-—
paredes gruesas, dentro del micelio. Dichos esclerocios -
son mucho mds resistentes 2zl calor y a otras condiciones -
adversas que el resto del micelio, por 1o que resultan muy
interesantes en cierto tipo de alimentos sometidos a tra -
tamiento térmico. (38, 65)

El examen microsc8pico de las hifas proporcionsn ca -
racteres muy dtiles para la identificacidn de los diferen—
tes géneros de mohos. Estos se dividen en dos grupos: sep—
tados, con tabiques transversales que dividen la hifa en -
varias celdillas, y no septados, cuyas hifas cflindricas -
carecen de tabiques transversales.

Las hifas no septadas poseen micleos diseminados en -
toda su longitud, por lo gque se consideran como multiceln-
lares. Se ha observado asi mismo que las hifas de casi to-
dos los mohos son claras, alin cuando existen algunos con -
hifas oscuras. Las hifas carecen de color en visidn micros
cépica ¥y 1lo poseen cuando se observa macroscépicamente una
gran masa de las mismas. (24)

Las hifas septadas aumentan en longitud por divisidm-—
de 1la cflula apical(crecimiento apical) o por fragmentscidm
de la hifa(crecimiento intercalar). Bl tipo de crecimiento

es caracteristico de las distintas especies.(44)

ESTRUCTURAS O TARTES REPRODUCTORAS.- Los mohos pueden dess
rrollarse a partir de un fragmento de micelic, pero es ra-—
ro que esto ocurra. Generalmente la reproduccidn se reali-—
rza por medio de egporas asexuzles. Algunos hongos formar -~
también esporas sexuales y reciben el nombre de “perfecizs™

Las hifas de estos Wltimos pucsden ser tabicadas(Asc:-—
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micetos y Basidiomicetos) o no tabicadas{Ocmicetos vy Zigo—
micetos). Los hongos llamados imperfectos(tipicamente ta -

bicados) forman s0lo esporas asexuales, {55)

ESPORAS ASEXUALES.- Laa esporas asexuzies, gue se producen
en gran cantidad, son pequerias, ligeras y resistentes a lc
desecacidn. EL zire las disemina fdcilmente, originando -
nuevos mohos en donde encuentran condiciones favorables.
Los tres tipos mds importantes son:
1) Conidios
2) Artrosporas u oidios
3) Esporangiosporas

(44)

Los conidios se desprenden o crecen en hifas fértiles
eapeciales denominadas conidiéforos; generalmente son a -
biertos, es decir, no estan inclufdos en ningin receptdcu-
lo especial, contrariamente a lo que suced= con las espo -
rangiosporas, gue se encuentran encerradas en un egporan -
gio o saco, en la extremidad de una hifa fértil que se llz

ma egperangidforoc.{44)

Las artrosporas se forman por fragmentacién de una hi
fa cuyas células se convierten en artrosporas. Tienen gene

ralmente forma rectangular con pared doble y gruesa.{328)

Wuchas especies forman un cuarto tipo de esporas, las
clamidiosporas, al almacenar, ciertas células del micelio,
alimentos de reserva, hincharse y rodearse de una pared .
més gruesa que las células que la ro.ean. Lz clamidiospo -

ra, o célula latente, es mis resistente a las condiciones-
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deafavorabl=s gue el micelio ordinario, originando nuevos-—
individuos cuando las condiciones vuelven a ser favorables,
{38)

La morfologia de las esporas asexusles es de interés—
en la clasificacién e identificacidn de los gémeros y espe
cies fingicos. Las esporangiosporas difieren en tamafio, -
forma y colar. Los conidios no solc presentan estos carac-—
teres diferencisles, sino que también se distinguen por ser
iisos o rugosos y mono, bi o multicelulares.

También ayuds a la identificacién de los mohos el aspecto-
de las hifas fértiles y las esporas asexuales en ellas e -
xistentes.{24, 65)

Cuando existen esporangiosporas debe observarse si -
los esporangiéforos son simples o ramificados, tipo de ra-
mificacién y tamafio, forma, color ¥y localizacidén de los es
esporangics. El extremo protuberante del esporangio, la co
lumels, que generalmente se proyecta hacia el interior del
egporangio, tiene formas tipicas en las distintas especiesm
de mohos.{38)

Los conidios crecen individualmente en los conididfo-
ros o formando cabezas de esporas de disposicién y comple-—
jidad diversas. Ciertos mohos tienen conidios en cadena dis
puestos como eslabones, y formados a partir de una célula-—
esapecial llamada esterigma o fidlide, situada en el dpice-
del conidiéforo, Otros presentan masas irregulares de comi
dios que se desprenden de la porcidn apical del conidiéfo-
0 sin que existan esterigmes aparentes, tales masas estan
escasamente apelotonzdas, intisarente unidss o incluso cu—

biertas por una esrecie de micilago.(’?, &%)
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ESFORAS SEXUALES.- La cilazsificacidn de los mohos gue produ
cen esporas ssxusles se basa en la forma en que éstas ge -~
producen y en el tipo originado.

Exieten cuatro tipos principales:{(z4)

1} Ascosporas

2} Bagidiosporas

3) Cosporas

4) Zygosporas

Log ascomicetos{septados) producen esporas sexusles -
llamadas ascosporas por la unidn de dos células del mismo—
micelio o de dos micelios separados. Las ascosporas, forma
das gl dividirse las células después de la conjugacidén se-
encuentran en un ssca 0 saco, en nimero generalments de o-
cho por asca. Las ascas pueden ser simples 0 agrupadas den
tro de una cubierta denominada ascoc¢arpo, formado por la -
ramificacién ¥y entrecruzamiento de las hifas adyacentes,
(65)

Log basidiomicetos,; en los que se incluyen los hongos
comestibles y la mayorfs de los fitopatogénos, elaboran la
bagidiospora, la gque se forma en una estructura especial -

1lamads basigio, (1, 98)

Los ficomicetos(no septados) que originan Qosporas se
denominan Oomicetos, generalmente son acudticos y raros en
los alimentos. Las oosporas son el resultado de la fusidn-
de un gameto peouefio masculino y de uno femenino grande.
(14)

Los zigomicetos producen zigosp.ras 2l unirse las por

ciones apicales de dos hifas, frecuentemente semejantes, -
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que pueden proceder del mismo o de diferentes micelios.
Tanto las oosporas como las zigosporas estan Tecu -
biertas por una fuerte membrana que les permite resistir -

la desecacién durante largos periodos de tiempo. {11, 14)

2.1.3 Condiciones favorables de crecimiento.
ACTIVIDAD DE AGUA.- En general, la mayorfa de los mohos ne
cesitan menos hiumedad que la mayorfa de las levaduras y -
bacterias.

La tolerancia de solutos puede expresarse como actividad de
agua(aw) que se define como la presidén de vapor de la solm

cién{de los solutos en el agua en la mayoria de los ali -

mentos), dividida por la presién de vapor del disolvente —
(generalmente agua). La a_ estard en equilibrio con une mi

medad relativa(H.R.) de la atmésfera en torno al alimento—

100 veces superior, si la H.R. se expresa como porcentaje.

Cuando la H.R. gue rodea gl alimento corresponde a una 8-

inferior & la del propio alimento, tenderd a desecar su su

perficie; v 2 la inversa, cuando la H.R. es mayor gue la -

2, del alimento ésta tenderd a aumentar en la superficie -
de dicho alimento. (24, 52)

Los mohos difieren entre si considerablemente respec-
to a la a. 6ptima y al intervalo de a_ que permiten la ger
minzcién de las esporzas asexusles. Este intervalo es méds -
amplio a temreraturas cercanas a las Sptimas de germinacién
de las esporas y en los mejores medios de culitive. La a -
minima necesaria para la germinacién de las esporas es en-—
algunos mohos de 0.62, mientras que para otros es de 0.9%-

Cada moho poses también una a. bptima y un intervalo de 2
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en el gque puede crecer, {1, 14)

A valores de &, inferiores 2 0.62 cesan todas las po-
sibilidades de crecimiento de los mohos, una a, inferior a
0.70 es suficiente para inhibir a la mayoria de los mohos-
productores de alteraciones alimenticias. La reduccifn de-
la a, por debajo de la Sptima de crecimiento, retrasa la -
germinacién de las esporas y reduce la velocidad de creci-
miento, siendo por lo tanto un factor importante en la con

gservacién de los alimentos.(24, 38, 44)

TEMPERATURA.- Le mayorfa de los mohos son meséfilos, es de
c¢ir, crecen bién a la temperatura ambiente. La temperatura
éptima para la mayoria de ellos es de 25 a 3000, pero algu
nos crecen bién a 35-37°C o incluso a mds. Cierto ntémero -
de mohos son Psicréfilos, esto es, crecen bién a temperatu
ras de refrigeracién. Unos cuantos son terméfilos y su tem

peratura Sptima es elevada.(l, 24, 38, 44)

NECESIDADES DE OXIGENO Y pH.- Los mohos necesitan oxigeno-
rara desarrollarse, por tanto son aerobios, &l menos los -
que crecen en alimentos. La mayorfia crecen en un intervaloc
de pH muy amplio, de 2 & 8.5, pero casi todos lo hacen me-

Jor & un pH dcido.

LUZ.~ Aungue la luz no es requerida para el crecimiento de
ios mohos, algo de ella es esencial para la esporulacidén -
en algunas especies. Sin embargo, es interegante que el 2-
fecto de la luz en algunas especieg apnrece estar localizz
da y no es transferids a través del =zicelio a porciones nc

iluminadas de el talo. (1)
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La luz juega un importsnte pzpel en la dispersidn de-
las esporas ya que los érganos diseminadores de esporas de
muchos moho= son fototrdpicos y descargan sus esporas ha —

cia la luz. {33)

NECESIDADES ALIMENTICIAS.- En la naturaleza los mohos ob -
tienen sus alimentos por infeccidn de orgaenismos vivos co-
mo pardsitos o por el siaque de materia orgdnice muerta co
mo sapréfitos. Algunos también por relaciones simbidticas-
con plantas.

Los mohos requieren alimentos elaborados ya que al ca
recer de clorofila son incapaces de sintetizarlos por s=llios
mismos. Pero si se les d4 cerbohidratos en alguna forma, -
preferiblemente glucosa o malitosa, la mayoria de los mokhos
sintetizan sus propies proteinas utilizando fuentes indérga
nicas u orgdnicas de nitrégenc y varios elementos miners - .
les esenciales para su crecimiento.

Estudios de laboratorio han establecido que el C, H, -
0, N, P, X, Mg, S, B, ¥n, Cu, Mo, Fe y Zn son requeridos -
por muchos mohos ¥ otros elementos tales como el calcio smn

requeridos solo por slgunos. (1, 34, 44)

Como una regla general, la glucosa es la mejor fuente
de carbono y compuestos orgdnicos nitrogenados ls mejor -
fuente de nitrégeno smiguiéndole los compuestos amoniacales
y nitratos. (55)

La meyor{s de los monos almacenan reservas alimenticias en

1a forme de glicdgeno o de lipidos.{1)

2.1.4 Clasificzcidén e identificacién
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Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, podemos—

inferir que les criterios seguidos para lz clasificecién e

identificacidn de los mohos son los siguientes:

a)
b)
c)
d)

1)

Que las hifas sean septadas o no.

Que el micelio sea clarc u obscursc.

Que el micelio presente color o see incoloro.

Que se produzcan esporas sexusles o no y, en caso de -

que se produzcan, de que tipo: ocsporas, zigosporas, as

cosporas ¢ basidiosporas.

Clase de esporas asexuales: esporangiosporas, conidios-

o artrosporas(oidios).

Caracteres de las cabezuelas de esporas:

i) Esporangios: tamafio, color, forma y localizacién.

ii) Conidios: conidios simples o en cadenas, conidios =
formados por gemacién o en masas; forma y disposi -
cién de los esterigmas o fidlides; apelmazamiento de

los conidios.

&) Aspecto de los esporangiéforos o conidiéforos: simples—

o ramificados, tipo de ramificacién., Tamafio ¥ forma de-—
la columela apical del esporangidéforo. Si los conidiéfo

ros estan aislados o agrupados en haces.

h) Aspecto microscépico de las esporas asexuales, especial

i)

mente de los conidios! forma, tamafio, color; lisos o TR
gosos; mono, bi o multicelulares.

Presencia de estructuras (o esporas) especiales: estolo
nes, rizoides, células basaleg, spdfisis, clamidiocspo —

ras, esclerocios, etec.

(24)

2.1.5 Distribucidén

Loa mohos se encuentran amplismente distribuidos en -
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el medio ambiente, y se encuentran como parte de la flora-
normal de productos alimenticios, en equipo inadecuadamen-—
te saneado, o como contzaminantes ambientales. Son también-
los agentes responsables de la desintegracién de materia -
orgdnica, contribuyendo enormemente a la estabilidad quf -
mica de lz bidsfera al degradar los restos de las sustan -
cias orgénicas del suelo.(l, 11) '

Afectan directamente a la destruccién de slimentos, ¥
otros productos manufacturados a partir de materiz prima -
sujeta a ataques fungicos; son también causa de la mayorfa
de las enfermedades de piantas conocidas y muchas enferme-—

dades de animales y humanos.(l, 14)

Sin embargo, el conjunto de todos los efectos que los
mohos producen en relacidn con la vide humans, tzl vez ges
mis benericioso que perjudicial. Sus cepacidades biosinté—
ticas se ubilizan en la produccidn industrial e un gran -
mimero de antibidticos como la penicilina, de algunas dro-
gas como ergometina y cortisona; en la preparacidén de algu
nas vitaminags y en la produccidn de muchos dcidos orgéni -
cos, como citrico y oxdlice. (65, g8)

Ademds, intervienen en la elaboracidén de ciertos quesos, -
pan y bebidas alcohdlicas, ayudando a1l aporte de gren mi -

mero de calorfias a los alimentos humanos. (8, 44)
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3.= EICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS ENLATADOS.
El procedimiento térmico utilizado en alimentos enla -
tados depende de muchos factores asociados a:
- tipo de productc
- pH normal
- consistencia
-~ tamafio del envase

- tipo de coccidn

El factor mds importante que determina el grado del -
procedimiento térmico para lograr productos estables es el
pH, debido al efecto inhibitorio de la azcidez en la sobre-
vivencia y crecimiento de microorganismos. Por esta razén,
los alimentos procesados son divididos en funcidn de su -~
pH. Asi tenemos que la *National Canners Assgociation” los~-
ha dividido en dos grandes categorias: Alimentos de baja &
cidez teniéndo un pH por arriba de 4.5 y alimentos dcidos-
con un pH de 4.5 o mds bajo., Cameron clasifica los alimen-—~
tos vegetales enlatados en cuatro grupos, segdn su pH:

Grupo 1 Alimentos de acidez baja, con un pH por arri
ba de 5.3.
Grupo 11 Alimentos de acidez media, con un pH osecilan

do entre 4-5 hd 503-

Grupo 111 Alimentos dcidos, c¢on un pH oscilando entre-
4.5 7 3.7.

Grupo 1V Alimentos muy #cidos, ron ua pH inferior a -
3“7-

(24, 58, 59)



3.1 Microorganismos asociados con 1la descomposicién -
de alimentos enlatados dcidos.

Una gran variedad de microorganismos 4cido tole -
rantes pueden sobrevivir al proceso. Su sobrevivencia, ge-
neralmente depende de uns conteminacién excesiva antes del
procesc y/o por dar al producto un proceso térmico leve pa
ra preservar textura(principelmente en productos de fruta).
Tratamientos impropios de tiempo-temperatura, también pue-

den ser responsables.

Estos microorganismos caen dentro de los siguientes -
grupos:

a)"Bacterias anaérobicas", tal como el Clostridium pasteur

isnum(mesof{lico), el cual produce 4cido butirico, di -

éxido de carbono e hidrdgeno.

b)*Aciddricos", particularmente el Bacillus coagulans, en-
productos de tomate. Este microorganismo crece a 30, 35,
¥ 55°C.

c)n"Mohos termoresistentes™, principalmente en el camo de -
la contaminacidn de concentrados de jugos y frutas., El-
microorganismo responsable usualmente es Byssochlamys -
fulva, o especies similares que producen ascosporas muy
termoresistentes. La alteracién o descomposicién se ma-
nifiesta por un gusto y olor mohoso, decoloracidn, pre-
sencia de micelio en el producto y algunas veces yor 1i

gero abombamiento del bote o lata.

d)"Levaduras y/0 bacterias asporogénicas", especialmente -



17

en el caso de proceso insuficiente.f32, 44, 53}

3.2 Definicidén de microorganismos termoddricos.

Los microorganismos termoddriccs son definidos como 2
quellos microorgsnismos que sobreviven a una medida signi-
ficante de tratamiento térmico. Lz sobrevivencia puede con
8istir solo de un pequefio porcentaje de ie poblacidén ini -
cial; o bién de la mayorfa de las células que soireviven.
(12)

La diferenciacién entre microorganismos termofilicos-
y termodivricos, estd en la base en que estos dltimos, no -
solo sobreviven al tratamiento térmico, sino también a2 las

temperaturas elevadas usadas.(11)

Las bacterias son los principales microorganismos texr
moddricos encontrados, pero mohos tales como el Byssochla-
mye fulva y algunos tipos de Aspergillus sp y Penicillium-—

8p presentan la cualidad de ser termodidricos bajo algunas-
circunstancias.

Loa géneros Mierpgcocus sp, Streptococus sp, Microbac-—

terium sp, Arthrobacter sp, Lictobacillus sp, Bacillus sp,

¥y Clostridium sp, son reconocidos generalmente como géne -

Tro8 que contienen algunas especies termodiricas.

Debido a las caracteristicas extremadamente diversas-
de los microorganismos involucrados, pocas generalizacio -
neg concernientes a sus acciones en alimentos son hechas.
Ellas pueden ir desde cambios no detectables, hasta produc
cién considerable de 4cido, protedlisis y o lindlisis. {3z

AL )
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La probabilidsad de sobrevivencia después del calenta-
mientc depende de muchos factores. Adn dentro de uns misma
especie, lo gensibilidad 21 calor veriz marcadamente entre
los diversos tipos. Grasndes poblaciones incrementan consi-
derablemente la probsbilidad, gue una sola célula. o unas-
pocas células, de sobrevivir a un tratamiento térmico dado.

Les caracterfsticas del alimento que estd siendo some
tido a tratamiento térmico, particularmente el pH, y la -
presencia de materiales protectores tales como azidcares, =
grasas y proteinas, tienen influencia en la sobrevivencia-

en un grado considerable.(59)

3.3 PFactores responsables de descomposicidén en alimen

tos enlatados.
Los alimentos enlatados son clasificados como descom-
puestos o alterados, cuando por alguna razdén han sufrido -
un cambio perjudicial o por la condicidén de que el reci -

piente gue los contiene hace posiblie tal cambio.

Las principeles causzs de alteracidn en slimentos en-—
latados pueden ser mefialedas de la menera siguiente:
a) Microbioldgica: Durante el proceso
Enfrismiento inadecuado
:feccidn resultante de fugas a través-
de las grietas de los botes o latas.

Contaminacidn después del rroceso.

b) Quimica: Abombamiento por gases
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c) Pisica: Fallas de técnica en lz operscidn Gel =
autoclave.
Durente el a2gotado.
Sobrellenado

&) Otras: Enmohecimiento
Dafics

DURANTE EL PROCESO:

La actividad de los microorganismos sobrevivientes se
menifiesta por la produccidén de gas que causz un abombax'lieg
to de la lata, por la acidificacién del contenido o por =
algdn otro cambio indeseable que afecte 1a calidad del pro
ducto aunque no haya produccién de gas,

Cuando el crecimiento de microorganismos ocurre sin -
produccidn de gas, las latas afectadam tienen una aparien-
cia externs normal y la descomposicidn solo es detectable~
después de que la lata ha sido abierta.(24)

Ia descomposicién de alimentos 4cidos, generalmente &
es debida = mohos ¥y levaduras o a bacterias aciddricas es-
porulades ¢ no esporuladas. Formas esporuladas no aciduiri-
cas también suelen estar presentes, pero estos microorga -~
nismos no tienen significancia, ya que normalmente son in-
capaces de crecer en medio decido.(59, 59)

ERPRETAMIENTO INADECUADO:
La termoresistencia de los microcrganismos térmofilos
determina que un proceso térmico sufaiciente para asegurar-

su destruccién a menudo de como resultado algin deterioro-
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en la calidad del alimento, su control consiste principal-~
mente en la eliminacién o reduceidn de la contaminacidn -
mediante enfriamiento rdpido y almacenamiento a temperatu-
ras relativamente bajas de estos productos susceptibles a-
descomposicién termofflica.

Los térmofiles se multiplicen rdpidemente en un ran -
go de temperaturas de 120-160°F(48.9-71.1%C), y fallas al-
enfriar las latas inmediatamente después del proceso s una
temperatura baja ocasionan serios problemss de descomposi-
cién. Es costumbre enfriar las latas a una temperatura a -
proximada de 95°F(35°C), las latas entonces retienen sufi-
ciente calor para secar rdpidamente, pero si ellas son api
ladas en grandes bloques a esta temperaturzs, el enfriemien
to se lleva a cabo en forma mds lenta y existe el riesgo -
de descompogicidn del empaque. Por lo tanto, latas recien-
temente procesadas, deben ser almacenadas en blogues pe -

quefios ¥ en almacenes frios y bién ventilados.(40, 71)

INFECCION FOR FUGAS A TRAVES DE GRIETAS:

Los microorganismos que penetran en los botes o latas
a través de lms grietas son de varios tipos ¥y no necesaris
mente termoresistentes. La infiltracidn y posterior altera
cién puede ser el resultado de algin dafio mecdnico que ha-
ya sufrido el bote vacio y que hace que las Junturas sean-—
defectuosas; una manipulacidn brusca después del 1llenado -
también puede estro ear & las latas.

Log microorgenismos peneiran en el interior de 1la la-
ta procedentes de la superficie externa cue se hz contami-
nado a partir del eguipo, especialments si las las lzfzas -~

estan himedas, o bién proceder del agua que ge emplea para
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enfriar después del tratamiento t&rmico.

Las grietas también ocasionan pérdida de vacio en el-
bote, haciéndo de este modo mds fheil la alteracién quimi-
ca o microbiana del alimento. Por tanto, la alteracidn de-
bide al agrietamiento del recipiente es causada por cual -
quier microorganismo o mezcla de ellos que hayan penetra -
do. La presencia de microorganismes gue se sabe tienen po-
ca resistencia al calor, especialmente si hay mds de un ti
po de ellos, es prueba evidente de agrietamiento.

ALTERACION DESPUES DEL PROCESO:

Un tratamiento térmico ligero puede ser suficiente pa
ra permitir un almacenamiento de los alimentos durante -
perfodos limitados, con ayuds de oiro método de conserva -
cidn tal como la refrigeracién. Los microorganismos sobre-
vivientes, serdn de varios tipos y entre ellos pueden ha -
1larse incluso formas vegetativas.

Ejemplos tipicos de estos tratamientos ligeros son -
los que se dan a algunos fiambres de carne y la pasteuri -
zacién de la leche. TLos alimentoz dcidos tales como las -
frutas, frecuentemente se enlatan en calienbte o se tratan-
2 temperaturas préximes a los 100°C, lo que determina la -
muerte de todas las formag vegetativas bacterianas, de las
levaduras, de los mohos y sus esporas y de algunas esporas
bacterianas. Las tnicas que generalmente sobreviven son es
poras bacterisnss. que no son capaces de desarrollarse en-—

un medio muy dcido. (24, T1)

ABOMBAMIENTO POR GASES:
Dentro de estos se encuentra el abombeniento por hi -~
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drdégeno gue es favorecido por:

a) La acidez de los alimentos.

b) Las temreraturas de almacenamiento elevadas.

e) Imperfecciones en el estafiado ¥ barnizado interior del~-
bote.

d) Evacuacién insuficiente.

e) Presenciz de compuestos sulfurados y foafatados solu -~
bles. -

21 abozbamiento por hidrégenc es una consecuencia de-
la produccién y almecenamiento de hidrégeno a presifn, ii-

berado por la accién de un alimento dcido sobre el hierro-

del bote o lata.(1y, 53)

OPERACION INCORRECTA DEL AUTOCLAVE:

Una reduccién rfpida de la presién de vapor al final-
del proceso d4 como resultado una alta pr:sién dentro de -
la lata, ¥ esto causa una severa deformacién y distorsida-
de las latas, las que al enfriasrse tienen una apariencia -
general de abombamiento. Se ha encontrado aque latas defor-
madas producidas de esta manera no tienen una presién posi
tiva, y que sus uniones pueden ser forzadas mfs o menos =-—
su posicidén normal,

Aunaue latas deformadas moderadamente no pueden ser -
clasificadas como descompuestas, debe hacerse un esfuerzs-—
posibls pzara eliminarias, ya que t2l deformacién es alta ~
mente conductiva a una descomposicidn por agrietamiento.
{(£23)

DURANTE EL &4F0TADO:
Durante £l proceso de ealentamiento, un agotado impr:

pio de las latas d4 lugar a una severa deformzcidn de 12z~
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aizaas debido a la presidn interna excesiva azlcanzada por-—
ia expansién de los gases atrapados. La apariencia de las-
lstas después del procesc de agotado varfa desde una lige-
rs a una severa distorsidén, dependiendo de la cantidad de-
aire residual y gases desarrollados,de los contenidos y el
tamafio del espacio libre; pero ain en latas severamente =
dismtorsionadas la presifm interna después del proceso y en
friamiento rara vez excede a unas pocas 1b/i§2. Tales la =

tas, por supuesto, no son vendibles.

Un agotado moderado 44 como resultado un bajo vacfo -
en las latas y estas latas ocasionan dificultndes al ser -
distribuidas en lugares de climas calientes o 2 dreas de =
altitudes elevadas donde el incremento de temperatura o -
presidén atmosférica reducida resulta en un pandeo de las =

latas.

SCBEELLENADO:
Debido a2 la expansién del contenido de las latas, €s-

tas ge deforman durante 1z operacidén del autoclave. La au-
sencia de vacio en tales latas ocasionan el desbordamiento
de las mismas.

Un sobrellenado de las latas &s poco probable de que-
ocurrs en empaques eficientemente agotzdos, ya que cual =
quier exceso del contenido se derramard de las latas como-—

un resuliado de 1a expansidn.

ENMOHECIMIENTO:
Ta clasificacién de latas gque mvestran una formacidn-—

externa de moho requiere de una consideracidn muy cuidadosa
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Si después de la remocidn del moho, la inapeccidn con
un lente de mano revela gue el hierro de la lata eatd de =
finitivamente picado{con hoyuelos), es admisible clasifi =
car a tal lata como descompuests ya que el dafio de la per-—
foracifn es grande. Latas que son ligeramente enmohecidas-
sin picadura notable de el hierro pueden ser consideradas-

aptas para la venta y consumc inmediatos.

La aplicacidén de una pelfcula externa de laca minimi-
ze la formacién de moho, y latas destinadas a largos alma-
cenamientos o expuestas a condiciones climdticas severas -

ge les aplica lata externamente como una medida de rutina.

La formacién de moho es particularmente propensa a o-
currir bajo la etiqueta, cuando la etigueta o la adhesidén-
de la misme contiene sustancias higroscépicas. La formacién
de moho se hace aparente por la deformacién de la etiqueta.

Un enfriamiento excesivo de las latas después del pro

ceso también d4 lugar e la formmeién de moho.

DANOS:

Aparte de otras consideraciones, una gren significan-
cia bacterioldgica debe ser afiadids a las latas dafiadas por
mele menipulacidn. Los puntos mds importantes a considerar
son el grado y localizacidén del dafio.

Una marcada deformacidn de las grietés debe ser toma-
da en cuenta por el riesgo considerable de fugas y latas -

con este tipo de dafio deben ser consideradas como descom -

puestas. {24 ., 713
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1,~- CARACTERISTICAS DEL 5ENuzR0 BYSSOCHLANYS (73

El gfnero Byssochlamys pertenece a la clase Ascomyce -
tes y es caractarizado por la produccifn de ovho esporas, -
agrupadas en formo irregular y contenidas en un saco deno-
minado asca; no presenta un peridio o hifa envolvente ca -
racteristico del género Gymnoascus.

Se considera un estado transitorioc entre las clases -
Endomycetacese {con 4 ascosporas) y Gymnoascacese (con 8 -
asCOSporas). :

El estado imperfecto del género lo constituye el gé -
nero Paecilomyces, cuyae especle Paecilomyces varioti es ca

si indistinguible del estado conidial del B. fulva.

El género Byssochlemys comprende dos especies: B. ful
va y B. nivea, ambas capaces de producir ascosporas lo su-—
ficientemente termoresistentes como para sobrevivir al pre

ceso térmico dado cominmente a los alimentos dcidoa.

1.» Propiedades generales {0, 61)
a) Byssochlamys fulva:
£1 B. fulva fué aisledo por primera vez en el afio-

de 1233 por Namie Olliver y George Smith en frutas proce -
sadas.

Zate moho ha sido cultivazdo en una gran variedad de -
medios incluyendo: Czapek-Agar, Papa-Agar, Papa-Sacarcsgs -
Agar, Papa-Dextrosa-Agar, Naranja-Suero-iAgar.

Para prevenir el desarrollo de bacterias se acidifica el -
agar o ge le ggregan sustancias tales como clorsanfenicol 7
hexaclorsfrno.

3uc cnlonizs crecen bién en 1a mayorfa de los medios-

sblidos, y mejor en lo: naturales oue en los sintéticos.
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; P . . o
Su texmperztura Gptima de crecimients es dc 30=37 ¢ =

(86-98.6°F}.
Sobrevive 2l calentamiento por 30 minutos a 850(} y -

por 10 mimuios a 87.7°c(190°F). (2)

Condiciones de germinaecidn: El tratamiento Sptimo pa-—
. . o
ra la gerzinacién de ascosporas de B. fulvs es dado a 75 €

por 10 ninunisos.

Calor de activacidén: EL celor de activacidn de las ac

cosporas é= B, fulva es influenciadc por is temgperaiurs F-
&%

el medic nutriente. Ia médxima activacidn se obizene a 60 C

¥ en solucicnes de dcido elorhidrice y nitrico. (87)

Produceidn de ascosporass: Las poblaciones mdximas son
obtenidas en cslde extracto de malta al 5%, pH=2-3, des -
pués de un perfodo de incubacién de 7-14 dfas a 30%.

Propiedades de ascosporas: Las ascosporss no germinas
des son altamente refractiles al ser observadss en ei mi =
croscopio, pasro pierden esta propiedad en la germinacidn 7
oscurecen antes de que la hifa emerjza.

Las ascosporas varian grandemente en el tiempo requerido -
para germinar, tal que un campo microscdpico cubierto corm~—
agcogporas germinadas e hifas, & menudo contiene algunas —
ascogporas refractiles no germinadas.

(41, 87)

Las zscosporas de B. fulve muestran uns resistencia -
no ususl g factores que son letales para la mayorias de los

mohos, como son:



27

&} Baja presidn de 2xIgzeno. Pueden crecer en atmésferas a—
baja presién de oxigeno, tan baja como 0.27% de 0, a -
una velocided de flujo de 10 1ts/h; de aqui su habili -
dad para crecer en latas o botellas de productos de fru
tas proceszdas.

No obstante, nc son capaces de crecer bajo condiciones—
anaerébicas estrictas.

(869 91 }

B} Aleohol absolute. Las ascosporas scireviven en alcohol—

abgolutec por 30 semanas.

¢) Tempersturas bajas. Son capaces de crecer z tomperaturas

ten bajas como L?%.

d4) Sustancias quimicas., Se ha reportado que 1,000p; de so
lucidén de cloro, no es suficientemente fungicide rzrm -
ser efectivo en procedimientos de sanidad normales,
También se ha visto que son resistentes a inmersiones -
en formaldehido ai 10% por 10 minutos, en Lysol al 10%-
por 30 mimutom 7 en clorure mercirico al 0.5% por 36 =mi
nutos.,

(88, 92}

Composicién quimice de ascosporas de B. fulva

(3, 57, 70)
Composicidén aproximeda

g/100g de ascospora seca
PROTEINA{cruda) 12.0
PROTEIRA{ Lowry) 8.1
CAHBOHIDBRATOS 66.5
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LIPIDOS 20.1
CENIZAS 1.4

Como puede observarse los carbohidratos son los mayo-
res componentes gquimicos, representandc sproximadamente un
60% del peso en seco. Los lipidos constituyen aproximsda -
mente un 20% del peso en seco de las ascosyoras y las pro-
tefnes un 8.1%. EL contenido de cenizas representa solo -
1.4%.

En la mayorfa de los aspectos la coaposicién aproxima
de de las ascosporas de B, fulva no es diferente a la de -
otros mohos. Los carbohidratos, por ejemplo, son general -
mente los componentes principales de células de mohos. El~
contenido de 1fpido=s es, sin embargo, comparstivamente -
grande. La mayoris de las esporas de mochos contienen me -~
nos de 10% de 1lipidos, y éstas presentan 20%. (23)

En la tabla 1 se d4 la composicidn de dcidos grasos.

Las ascosporas de B, fulva parecen tener un comple -
mento poce ususl de deidos grasos. Muchos dcidos grasos mds
grandes de CZO:O hen sido encontrados en los extractos de-—
esporas. En efecto 625:0, 828:0, 03030 y'832=o gon los 1{-
pidos predominantes, representando el 57% de los dcidos gra
sos totales. La mayoris de los lipidos son saturados y tie
nen cadenas rectas, rsgularmente con un ndmero par de Ato-
mos de carbono. Los lipidos insaturados en las esporas es-
tan representados princirpalmente por clB:l y 018:2 que dan
un 28% del total de decidos grasos.

La presencia de 014:0, 615:0, ClG:O; clﬁ:l’ clazo, -



TABLA 1
Composicidn de dcidos grasos de ascogporas

de Byssochlamys fulva.

Acido graso e/g LFA
14:C 63 0.1
15:0 76 0.1l
16:0 1239 1.5
16:% 51 0.2
1T7:1 23 ~0.1
18:0 1054 1.3
18:1 16053 1.2
18:2 6853 8.3
1823 48 6.1
20:0C 1318 Col
21:0 114 .1
22:0 67 Q.2
23:0 143 0.2
23:1 10 ~0.1
24:0 1582 1.8
24:1 - -

25:0 167 0.2
26:0 4701 S.7
27:0 258 0.3
28:0 16260 19,8
2811 431 0.2
29:0 470 0.€
30:0 19121 23.%
31:0 214 LIPS
32:0 7126 8.2
33:0 58 .
34:0 4389 52
35:0 5 -0
3610 2327 2.2

FA= Acido libre
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gl&:l’ 313:2’ 618:3' 020,9 en ascosporas de B. fulwva no es

sorprendeni=s, ¥a gue esis

mente an

contrado | espo gizas, Gi AT c -
os en esporas fidngiscas. Sin embsargzo, 51:0° 023=0.

023:1’ Czs:o han sido rarauente detectados en esporas fin-

gicas ¥ 02?.3 s0lo na sido detectado en esporas de B, ful-

¥a. Adends, no hay repories de esporas fingicas que conten
‘ : n

821 Cog:0? C28:17 C29:07 %30:07 C31:07 C32:0° %33:0° C34:0
En efecto, la presencia de estos dcidos grasos en otros mi

croorganismos es bastante raro.

En la tabla 2 se tiene la composicién de aminodcidos.

La lisina es el aminodcido mds abundante representan-—
do el 14%. Las ascosporas contienen proporciones relativa-
mente mds altas de £cido glutdmico(10%); tirosina, histi -
dina y metionina son menos abundantes representando ¢/u -
menos del 4% del total de aminodcidos. Cantidades modera -
das de fenilalanina, glicina, valina, prolina, serina e i-
soleucina también estan presentes. Cistefna no fué detects
da aunque pudo deberse a su destruccidn durante la hidré -
lisis dcida. Glucosamina y amonfasco son liberados durante-

la hidrélisis de las easporss.

En 1a tabla 3 se tiene el contenido de minerales.

Los minersles mfs importantes en las ascosporas de B.
fulve son fésforo, potasio y sodio representando un 88% -
del contenide total.

Calcio, magnesio y fierro estan presentes en cantidades -
menores, mientras que solo trazas de zinc y manganeso han-

side detectmdas,



Composicidén de sminsdcidos de ascosporas

TABLA 2

de Byger->chleavrs fulva.

Aminodcids

Ligine
Histidina

Arginina

Acido aspdrtico

Traoninag
Serins

Acido gluidmico

Prolina
Glicina
Alanine
Valina
HMetionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina

Feriilalenins

Potal
Amonizco

Glucosaminz

mg/g

10.9
2.4
5.4
T.6
4.7
3.6
8.0
3.9
4.0
4.5
4.0
1.6
3.5
5.8
2.6
4.0

76.5
ki

2
Las

2.2

Ztotal de
aminodeid o

14.3
3.1



TABLL 2
Composicidn de minsrzles de ascosporas

de Byssochlamys fulvn.

Elsmenio Mele
Fosféro 2284
Potasio 1609
Scdic 1115
Calcio 274
¥agmesgic 189
Fierro 187
Zinc 28
Henganeso 19

Total 5706
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Reportes de estos datos para otros mohos indican que=-
potasis, fésforo y sodis son regularmente los minersles =
mds abundantes.

La presencia de dcidos grasos de cadena larga, permi-
ten a las esporas fingicas retener el aguz necesaria para-
su sobrevivencia sn medio ambientes secos. Los datos aqui-
recopilados, sugieren que estos juegan un.papel.fn.la re -
sistencia de las asmcosporas, ya2 que la resistencia al ca -
lor y la presencia de cadenas sustanciales de 4dcidos gra -
sos de cadena larga son dos propiedades gue distinguen a -
les ascosporas de Byssochlamys sp de la mayoria de las o -
tras esporas fungicas.

Descripeién de 1la especie Byssochlamys fulva Olliver-Smith
Las colenias de B, fulva se extienden rdpidamente en-—
Czapek-Agar, cubriendo una caja Petri en siete dfas, con u
na profundidad de 0.5 a2 1.0 mm a 24°C ¥ de 1.0 a 2.0mm a2 -
3000; consistiéndo al principio de un fieltro basal muy del
gado con un crecimiento funiculoso superficial fino.
Posteriormente se convierte en una merafia floculosa densa-
y después se desarrollan unas manchas granulares{ascaa) con
mdrgen delgado y ardcnoide durante el perfodo rédpido de -
crecimiento de color amarillo pdlido o amarillento a café.
Hay exudado escaso o limitado a unas pocas gotas inecolo -
ras que al reversc son de color amarillo pdlido o pardo.

La estructura de las esporas varia en complejided, -

de simples fidlides que nacen directamente en hifas dereas

0 bién pueden proced-r de hifas ramificadas que terminan -
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en simples fidlides, manojos de fidlides o mezcla de ambos;
ios £ialides se snouentran por arriba de cinco en un mano-
jo, con una porcidén bas:zl wmds o menos ciflindrica o abomba-
da.

Las ®&scosporas son regularemnte elipsoidales con dimensio
neg de 5.5-7.0 X 5.0-4.5,:.: la mayoria de 6.5}4. de longi -
tud.,

Conidia ovalade a c{lindrica con dimensiones de 4.0-9.0 X~

1-5‘300,‘. .

Las colonias en malta-agar crecen algunas veces mds -
rdpido que en Czapek y se convierten a menudo en mdfs pro -
fundas y mds funiculosas.

Las colonias en papa-sgar crecen como en Czapek excep
to gue generalmente son mda fumiculosas.

Como en el caso de B. nivea el creciniento es mds rédpido ¥
tipico a 30°C que a 24%.
(60, 61)

b) Byssochlamys nivea (7, 60)

Beta especie fué descrita por Westiing en 1509; fuf ais
lada por Gillespy en 1946 de frutas enlatadas y embotella-
das,por Lithi & Hochstrasser en 1952 y Litthi & Vetschen en

1955 de mosto de uva.

Las ascosporas de B. nfvea son 3:enos termoresistentes
que las de B. fulva, sobreviviendo 30 minutos a T6.6 C{17GF}

pero incapaces de sobrevivir 10 minutos = 82.200(18001?).

Condiciones de germinacidén: La germinacidén de ascospo

-



32

ras de 3. nfvea reouiere de un chogus térmico a 75°c por -
5 minutos y de idn scetato. La germinacién es incrementada
por aereacidn y pH eantre 4.0 ¥y 4.5.

Las ascosporas de B. nfivea exhiben distintos regueri-

mentos de idén acetato para estimular “la germinacidén.

Butler ha reportado estimulacién de germinacién por -
ién scetato en Sordaria fimicola y =e ha encontrado que es
debido & un efecto de pH. Sin embargo, Lilly, Barnett y -
Krause han encontrado que el ién acetato estimula a las es
poras de Phicomyces blakesleeanus y afirman que el aceta -~
to entrd a las esporas y sctivd a las reacciones de germi-
nacién sin choque térmico.

Esta explicacién podria ser aplicada = B.nfvea excep-
0 que un choque térmico es necesario, lo cual indica que
la permezbilidad de 1a pared de la espora es alterada an -
tes de que el idn acetato sea capaz de entrar, o que un -
inhibidor es destruidc antes para que el acetato pueda ser

utilizado.

£l ciclo del dcido tricloroacético{TCA), es sugerido-
como un sistema clave, debido particularmente al rdpido in
cremente en requerimentos de energia en la germinacidén y la
necesidad de oxigeno, como es mostrado por la reduccidn -
de la geraminacién con el incremento en el nivel de didxido
de carbono.( .7)
El acetato, entonces es un compuesto requerido para ini -
ciar el ciclo TCA, el cual produciréd la energia necesaria-
para iniciar la germinacidén.(6)

Otro tratamiento Sptimo para la germinacidén de ascos-—
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poras de B. nivea es un choque térmico a 75°c por S minu -

imilar =zl tratamients dado al B. fulva.
L

e e b 4
oS5, &1 cual es

(73, 99)

1]

Descripcifn de la especie Byssochlamys nfvea Westling (50)
Les colonias de Byssochlamys nivea cultivadas en Cza-
pek-Agar a 3000 se extienden rdpidamente, cubriendo una ca

Ja Petri en siete dfas; consistiendo al principio de un -
fléculo suelto 2 un funiculo enmarafisdo, convirtiéndose en
una marefia dense con algunos manojos funiculosos ligeros, -
su apariencis es casi granular con mdrgen delgado y aracnoi
de durante el perfodo de crecimiento.

Las colonias son blances o casi blancas, convirtiéndo
se débilmente amarillosas.
Estructuras conidizles escasas, ascas numerosas y conglome
radas, globosas o subglobosas de 8.5—10.0,,.}{ T«5=9.5 . con—
teniendo ocho esporas; las escosporas son suaves, regular-
mente elipsoidales de 5.5-6.0 X 3.2-3.8; 1las aleuriosro
ras son tipicas(macrosporas) ligeramente abundantes de -
4.7 X 2.5-5.0}.:..

Las colonias en malta-agar a 30°c son similares a las colo
nias en Czapek, pero crecen mds rédpidamente y algunas ve -
ces forman fléculos mds densos cuando son jévenes; las es-—
tructuras conidiales generslmente son evidentes, las mds -
complejas se desarrollan sobre varias espirales de fidli -
des; los conidiéforos cuando estan presentes tienen un diz
metro de 2.0 a 3.0/4y una longitud de 15.0 a 300.0/4. y 8L~
gunsas veces divididos; log fidlides con base abombada y co

nectados a la mitad de su longitud a un tubo largo y del -



24

gado de aproxim:damente l.Ojgde difmetro, muy varizble en-—
loengitud, de 3.3—19.0jm Y 1.6—3.0,&&3 didmetro en la parte

mds zncha; conidio ancho, elipsoidal, a menudo con una texr
minacién ligeramente plana de 3.8-6.0 X 2.5—5.0/1;estan -
presentes aleuricsporas pero no muy abundantes; ascas y ag

cosporas como en Czapek-Agar.

Les colonias en papa-agar a 3o°c son similares a las-
de Czapek excepto que las estructuras conidiales son algu-—
nas veces mds abundantes.

En todos los medios el crecimiento es mejor y més ti+
pico a 3o°c que a 2400; de aquf que las descripciones ha -

yan sido hechas en cultivos dessrrollados a esta temperatu

ra.
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Factores que afectan la termoresistenciz de las ascosporas

a) Medio de calentamiento

La termoresitencia de las ascosporas es influenciada -
por la reaccidén del medio en el cual son calentaaas.

En la figura 1 se tienen los resultados de verios ex-—
perimentos en los cuales las esporas fueron calentadas en-
soluciones amortiguadoras cubriendo un amplio rango de va-—
lores de pH.

Como puede observarse en la figura, la termoresisten-
cia es més grande a valores de pH=5.0. Es interesante no -
tar que en el proceso de enlatado de cerezas y de fresas -
el pH del jarabe tomado a la mitad de la coccién varia de-
pH=2.3 en cerezas y pH=3.8 en fresas.

(29, T1)
b) Concentracidn de sacarosa (30)

La concentracidén de sacarosa en la solucién en la cual-
la asca es suspendida tiene un efecto considerable en su -
termoresistencia.

En la tabla 4 se muestran los porcentajes de germina-
cidn, después de 40 horas de incubacidn, de mscag que han-
sido tratadas en solucidn de sacarose s varias concentra -
ciones. Puede observarse que el incremento en la concentra
cién de azdcar tiene una accidén protectora en 1a asca, ten

diendo a ser mfs remistente en el tratamiento térmico.

Factores que influven en ls germinecidén de gscosporas i -
erecimiento micelial

a) Temperatura
Los siguientes datos ilustran el efecto de la temperatu

ra de incubacién en la germinecidn de ascosroras precalen-~
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FIG. 1

Efecto del medio nutrients (pH), an la termoresistencia
de ascosporas de Syssochlamys fulvg.
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Sfecto de concentracidn 3e see

sistancia de ascocroras d= Pyesochi-iys fulva,

% germinacifn

tro. calentamierto =z 8&-5°C(min}

% de sacsrosa 5 10 20 30
0 - 65 21 1

5 - 62 5 1

10 - 17 16 11

20 - - 37 is

55 - - - 75
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o
tadas 8 795 < por 10 minutos.

A 32y 3872 1a germinacidn empieza después d2 10y -
15 horas resrectivamente, 1z mayoria de lac ascas germinan

simultdneamente y las remsnentes poco tiempo despufs.

A25y 20% 1= germinacién ocurre dentro de 24 y 43 -

horas resrectivamente.
A 15°C no hubo germinacidn en 87 horas.

El crecimiento en papa-dextrosa-agar es rdpido a 35%
aumentando a 3.6cm en trs dias. Con disminucién de la tem-
peratura, el crecimiento también disminuye progresivamente

¥ a 15°C as muy lento.
A 8% no hay crecimiento.

La temperatura Sptims para la germinacién de ascospo-
ras y crecimiento micelial estd en las proximidades de 35°%¢.
{39)

b} Concentracién de sacarosa (3g)

Tanto la germinacién de ascosporas como el crecimiento-
micelial se lievan a2 cabo & altas concentraciones de azf -
car.

Ascas, previamente calentadas & 7500 por 20 minutos, -
fueron colocades en ecajas Petri con agar y conieniendo va-
rias concentraciones de sacarosa hesta un 70%.

Se observd germinacién dentro de 18 horas en las ca -
jas Petri ague contienen concentraciones de sacarosa hasia-—
de 50%, y en las cajas remanentes después de 327 horas. Iz-

germinacidén fué mds rdpids en las cajas con concentraciores
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de 20% que en las cajasz de 0 a 40%.

La concentracifn de sacarosa en frutacs enlatsdas és -
usualmente del 30%, y esta concentracidn no causaria unas -
disminucidn pronuncisda del crecimiento micelial.

c)pd

ias ascosporas fueron calentadas en cajas Petri con pa-
pa—dextrosa-agar y el medic se ajustd a valores de pH en -
tre 1.8 y 8.0. No se obgervéd germinacidén a pH=1.8 pero s{-
en todos los demds valores de pH. La germinacién méds rdpi-
da y el mayor crecimiento micelial se llevd a cabo a pH=3.5
Este valor de pH es cercano al valor de pH=5.0 al cual la-
mdxime termoresistencia fué obtenida.

d) Antieépticos
La asce muestra una resistencia muy marcada o los anti-
sépticos. '

Una suspensién de esporas fué sumergida en soluciones
de varios antisépticos, centrifugada después de un tiempo-
dade ¥ las esporas lavadas en agua destilada estéril.

Pué observado crecimisnto despufs de la inmersidn en:
~ Formaldehfdo 10¢ por 10 minutos

- Lysol 10% por 30 minutos

~ Hipoclorito de sodio 0.5% por lo minutos

- Cloruro mercdrico 0.5% por 36 minutos

e) Concentracidn de ﬁ62
Ascosporas colocadas en cajas Petri con pzpa-sacarosa -
agar y en extracto de manzana en atmdsferas con diferentes

concentraciones de didxido de carbono, disminuyeron su -



crecimienio y reitardnron su germinacién a concentrzciones-
superiores de £9%. D1 moho es entonecss relativamente insen

sibls a2l didxido de carbono.

f) Desecacidn

Laas ascosporas no son fdcilmente destruidas por la dese
cacidn. Tubos de cultivo conservados en condiciones secas-
por 4 afios han producido crecimiente en subcultivos.

Produccidn de enzimnas:(75)

El cfecimiento del moho es avompaitinado por la produc -
cién de enzimaes pécticas, que causan el rompimiento de los
tejidos de las frutas.

Las enzimas producidas son:

- Pectinesterasz

- Poligalacturonasa

Arabanass

- Galacturonasa
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1.~ I¥POZTANTIA #CONQTICA DTL FENERO BYSSOCHLAMYS (7)
El género Byssochlamys vy en su forme imperfecta Paeci=-

Jomyces, ka 5ido encontrazdo en una gran variedad de sustra
tos y en todas partes del mundo.
Su principal importancia econémica es el dafio que cau

s8a a toda clase de materiales orgénicos.

Frutas enlatxdaa y embotelladas(jugos, ‘&ebi.das de fru
tas, concentrados, pudines, frutas en almfbar, rellenocs ra
ra pies) son dafiadas por el Byssochlamys fulva, el cual -~
destruye las pectinas y causa desintegracién de la fruta -
{(diversas variedades de: cerezas negras, duraznos, fresas,
frambuesas, grosellas, menzanas, melones, uvas).

Se ha observado que el dafio se produce en frutas dafiadas o
lavadas, no asi cuando se encuentran enteras.

Se ha encontrado al Psecilomyces varioti, descrito co
mo Penicilliium divaricatum en manteguilla Manitoba, come -

Penicillium mandschuricum en Brandy de sorgo y como Penicil

1lium viniferum en jugo de uva.
Raper & Thom encontraron Pascilomyces sp en huevos de

gallina, margarina de nuez, productos de soya en China, -

pan en Arabia y en soluciones de guinina.
El P. varioti causa una coloracién amarilla en la ma-—

deras de roble.
Bakhtin encontrd cue el P. varioti descrito come Spicaris

elegans causa dafios en 1ibros de la Biblioteca Pdblica del
Estcdo de Leningrado y ha sido usado por Lavers & Ilimesn -

como un microsrganismo de prueba en una investigacidn del-

increnento en la transmisidn de vapor de aguz de materia -
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les de empaque causado por el crecimiggto de mohos.
También ha sido aislado de papel secante y de papel -
filtro, en hilados de algoddn y en productos de cuers.{5)

1.1 Descomposicién de alimentos enlatados

Poco se sabe acerca del efecto de la composicidn de -
las frutas en cambios especificos gue ccurren en éstas des
pués de la infeccién con Byssochlamys. (89, 93)

Bl crecimiento del B. fulva fué examinado en mitades-
de durazno de las variedades "Loring" y "Babygold 6™ proce
sadas en un jarabe de sacarosa de 40°Bi, separadas de las-

latas e infectadas con este microorganismo.

La produccidn de ascosporas y los cambios en sélidos~-
solubles, sélidos totales, pH, acidez total, pectinas tota
les, pectinas solubles en agus y textura fueron detsrmina-
dos 2, 4, 8.y 16 dfas despufs de la infeccidn.

(76)

Los datos del andlisis para determinar la produccién-
de ascosporas son mostrados en 1z tabla 5.

Se observa gue la velocidad de produccién de ascosporass y-
el ndmero total producido tienden a variar con diferentes-
tipos de B. fulva y con las condiciones ambientales.,

La concentracién de azdcar en la fruta tambidn puede-
afectar a la velocidad y al nudmero total de ascosporas pro
ducidas,

En un estudio realizado por Rice & Beuchat observaron
que incrementundo la concentracidn de saczrosa de it a 5%~

en un medio lfouido definido la produccidn de 88COspOras -
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Prodzccidn de ascosnoras mor 2. fulva en

enlntados.
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se& incrementa tambiér grandemente. Otros investigsdores -
han observado que la produccidn de ascosporas por B. fulwa
puede ser inhibida a altas concentraciones de adcar(20-30%€)
Beuchat y Toledo reportaron que el crecimiento de as-—
coaporas de B. p:tvea en varios jugos y néctares de frutas-
fué retardado por concentraciones elevadas de sacarosa.
Aungue lza concentracidn de azdcar de las mitades de -
durazno utilizadas en este estudio fué inicialmente de 17 -
22%, no se observd inhibicién de produccién de ascosporas.
La cuantificacidén inicial de ascosporas en la varie -
dad de duraznos Babygold despuds de dos dfas de incubacidm,
es relativamente elto y puede ser debido a la presencia de

ascosporas no germinadas en el indculo.

Los cambios en acidez total de los duraznos control —
e inoculados son mostrados en la figura 2.
La variedad Babygold madura fué mas baja en acidez que las
otras muestras, mientras que la variedad Loring inmadura —

fuf mds alta.
Hubo poco cambio de pH en ios dursznos debido &l cre=
cimiento del B. fulva como puede observarse em la table E£.
Aparentemente el microorganismo usa primariamente a -
zdcares como fuente de energim para su crecimiento y no u-

tiliza 4cidos orginicos, debe considerarse la produccién -
de amonfaco, la cuzl causarfa tembién cambios en el pH.

La ausencia en cambio de pH confirma las observacis -~
nes en medidas de acidez total, lo cual indica que el meiz

bolismo de aziicares por el microorganismo no resultas en 1=z

-
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Cambios #n acldsz total en mitodes de durazno
infectadas con Byssochlomys fulva.
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Vedidas de valores de pH de duraznos enlata-

TABLA 6

dog infectados con R.

variedad de
durazno

Loring

Babygold &

fulva.

nivel de
madurez

inmaduro

maduro

inmaduro

maduro

tiempo después de la in -~

feccidén(dfas)

O 2 4
3.59 3.66 3.75
3.65 3'65 3'92
3.66 3.70 3.98
4003 3098 4022

8

3.98
4.05

4.10
4.05

15

4,12
3.82

3.89
£.10
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acumulacifn de écidos orginicos.'

s cambios en 801idos totailes en el control y durag-

nos infectados son mostrados en la figura 3.
Algunas fiuctusciones se notan en los controles pero los -~
s8lidos totales de las mitades de durazno infectadas mues-
tran un decremento conmiderzble con el tiempo., Este decre-
mento es especialmentas notible después de catorce dfas de-
incubacién.

La disminucidn en sélidos totales es acompzafiada por -
un decremento significante en sélidos solubles, como se od
sexrva en las figuras 4.

Ya que los s6lidos solubles forman un gran porcentaje de -
los sélidos totales, cambios en uno son acompafiados com =
cambios en los otros.

El decremento en sdlidos solubles puede ser atribuido
a la utilizacién de sscerosa por el B, fulva durante el =
crecimiento y produccién de ascosporas.

Los s6lidos totales decrecen en parte como un resuliz
do de la voletilizacidn de los sélidos solubles durante el
metabolisamo.

La variedsd Loring presenta niveles mis bajos de adli
dos totsles y solubles, en relacidén a la variedad Bebygold;
ein embargo, esto puede ger atribuido en parte a un nivel-
inicial de sélidos mds bajo.

Los cambios en pectinas totales de duraznoas enlatados
infectados con B. fulva se muestrsn en la figura 5.
El contenido de pectinas totales declina rdpidamente des -
puds de dos dfas y se nivela en aproxiadamente 0,06-0.08%

despuds de ocho dfas. A losz cuatro dfas el porcentaje de -~
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pectinas totales en las mitades maduras inoculadas de cada
variedad decrecid mis rdpido y fueron mignificativesments -
nfs bajos que sus respectivas comtrapartes inmeduras. ILa -
variedad Babygold mostré un decremento mfs rdpido que la -
variedad Loring.

BEn la figura 6 se observa un incremenio significativo
en pectinas solubles en agua después de dos dfas del creci
miento del moho, seguido per un decremento, el cual eg pa-
ralelo al decremento en pectinas totales.

Se observa la misms tendencias en cambios para las peg
tinas solubles en agua como para las pectinas totales des-—
pués de cuatro dfas de la infeccién con B, fulva.

Aparentemente el microorganismo inicislmente produce-
enzimas pécticas que hidrolizan les pectinas para producir
primariamente une fraccién soluble en agua sin cambiar el-
contenido de pectinas totales. Después de dos dfas el mi -
croorganismo ha metabolizado suficientes sustancias pécti-
cas pare dar un notable decremento en pectinas totales.

De lo snteriorments sxpuesto podemos resumir cgue el -
B, fulva es capaz de crecer en mitades de durazno enlatadas,
causando cambios sustanciales en su composicién.

La produccidn de ascosporss se lleva a cebo después -
de ochce dfss de la infeccién. Se observa poco cambic en el
P y acidez de los duraznos. La suavidad de los duraznos -
ocurre szolo ccon un incremento en las pectinas solubles en-
agua, También ocurre un decremento general en pectinas to-

tales.
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Parece exiatir una relacién entre la variedad y nadu-

o= durarmos ¥ lz hahilided del B, fulve pars alte =

"
i
(]
(et

rar el contenido de pectinas y 1la textura durante la infec—
cidn. Debido a la acidez mds baja y a un valor ligeramente-
nfs alto de pH de la variedad Babygold madura, el B. fulve
sm capaz ds orecer mfs répidemente en esta variedad, resul-
tando an un decreamento nés rdpido de las pectinas totales.-
La velocidad de creciwiento en la variedad Babygold -
tanbién es favorecida por los nfvelss iniciales mds altos -
de sélidos solublea. De igual forma, la variedad Loring in-
sadurs con su alta acidez retarda lz velocidad de creciiieg
0 del B. fulva y los decrementos en pectinas totales son -

ads lentos.

{

Maestiras de fresas frescas y fresas enlatadas fueron -
examinadas pera detectar la presencis de mohos. {16)

Las fresas frescas fueron seleccionadas de dos sitios—
conocidos A ¥ B o compradas comercialmente al igusl que las
fresas enlatadas.

Se eacontrd que seim de ocho muestras de fresas fres -
cas contienen Byssochiamys o Paeciiomyces y las ires mues -
tras de fresas freascas comerciales mostraron la presencia -
de B. fulva. Seis de dieciocho muegiras enlatadas mostraron

organisnes mohosos viables.

La infeccidn de fresas frescas con B, fulva demosird -
gue los microorganismoes solo pueden crecer en frutas que es
tan dafiadas, lavadas o que tengan el cdlix removido.

La infeccifn se hace manifiesta por un caracteristico-

olor y sabor desagradables, observdndose la desintegracién-
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de las fresas después de seis y doce meses de procesgsadas.
Esta desintegracidn es causada por enzimas pectinoliticas -
producidas por el creciziento del moho. (15)

La descoxposicifn de las fresas es acompariada por un -
lento decremento de vacfo pero el pH no cambia significati-
vamente. Estos camblios se observan después de 3, 6 y hasta-
25 meses de almacenaaiento. (75)

El efecto del medio en la sobrevivencia del B. fulvs -
fué estudiado por el calentamientc de esporas en agua o ju-
g0 de fresas, en ambos casos con ¥y sin adicién de sacarcsa-
en concentraciones menores o igual al 40%.

La completa inactivacidn de esporas fué alcanzada so -
lo con adicidn de sacarosa(10-20£) y la més rdpida inactiva
i%?n fué observada en jugo de fresa + 20% de sacarosa.(1&5,-

Sorprendentemente, el moho md= cominmente aiglado de -
latas y botellas de fresas desintegradas fué Byssochlamys -
nivea, perc dado que las ascosporas de B. nivea~ son mucho-

menos resistentes al calor que las de B.fulva, la descompo-
micién por B. nfwem no =g econgiderada imporiante sn frutzs-—
enlatadas.

Sin emkargeo, Ldthi & Hochstrasser han demostrado que -
el B. nfvea smobrevive 2 cslentamientos por 2 minutos a 90@3
(39)

Investigaciones posteriores han demostrado que la re -
sigtanciz al calor ds las ascosporas de B, nivea es Aproxi-—
madamente la misma que la de B. fulva(sobrevive después d=
10 minutos = 8‘?-500, pero se destruye después de 10 minu -~

o . . . .
tos a 90 C), por lo gue su importancia en 1la descomposici®n
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de frutss enlztadas ha cobrado relevancia. (72)

Olliver % QNendle observaron gue el B. fulwse crece fd -
cilmente en jugos de fruta de reaccidn decida y de aproximae-
damente 10% de contenido de sacarosa. Bs por tanto, que ju-
gos comerciales libres de preservativos fueron inoculados -
con este microorganismo para demostrar si su crecimiento se
llevaba a cabo; encontrindose que el B, fulva es capaz de -
desarrollzrse en: jugo de ciruela pesma, jugo de pifia, jugo-
de ardndanos y néctar de durazno, {35}

Se ha encontrado gque el B, nfvea es el contaminante mds
comin de las uvas de California, luger que tiene un nfivel -
preponderante en la produccidén de vinos.

De un modo general, la descompesicidén de frutas eniatza
das y embotelladas se hace manifiesta por una coapleta de —
sintegracidén de la texturs debido a las enzimas pectinoli -
ticas del moho; mientras que el crecimiento en jugos o be -
bidas de frutas se hace manifiesta en forma de pequefios -
grumos, que no se hacen mds grandes debido a Ia ausencie de
oxigeno en las lates.(41)

n las latas afectadas la textura de la fruta es muy -
suave, y con cualquier agitacidén del recipiente, %2l como -
sucede en su transportecidn, causs que los tejidos de las —
frutas se rompan y se conviertan en una mesa pulposa.(ig)

Lz desintegracién tiene lugar aun cuando las latas se—
ericuentran en los slmacenes de servicio.(86)

Por lo seneral, no hay suficiente produccidn de gas ~

en el recipiente como para abombzy la lata, de tel forme -~
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que las latas afectadas son identificadas hasta que son 8 -«
biertas. Esto es de gran importancia comercial, ya que ta -
les latas pueden llegar al consumidor y causar perjuicisc =~
contra la compafifa elaboradora de estos productos y adn con
tra buenos enlatados en general.{4, 36, 61, 32)

1.2 Produccién de toxinas. (42, 45, 74)

El Byssochlamys sp produce una variedad de micotoxi -~
nas y otros productos metabblicos, algunos de los cuales =on
s0lo ligeramente téxicos, otros son de baja a intermedis -
toxicidad como la Byssotoxina A, ¥ algunos de relativamente
alta toxicidad como es el casc del 4cido Byssocldmico y la-
patulina.

Les micotoxinas son metabolitos fungales secundarios -
bioldégicamente activos que poseen estructuras moleculares -
complejas, que causan cambios patogénicos ¢ anormelidades -
fisioldgicas en el hombre ¥y los animales de sangre caliente.
Son especialmente importantes entre las toxines naturgles -
por las siguicentes cauaas:

a) Los hongos productores de toxinas, estan amplismen-—
te distribuidos y pueden contaminar a los alimentos.

b) Las micotoxinas pueden persistir en log alimentos -
pfectados adn despuds de la erradicacién fungal.

PATULINA (62, 68, 78, 81, 97)

8) Propiedades fisicsa y quifmicas

La patulina(4-hidroxi-4H-furo-3,2-C-pirano-2(6H)-ona},
G7H60 4¢ ©8 une lactona heterociclicae-# insaturada, alta -

mente tdxica y carcinogénica. Bs producidz ror B, fulva, -~
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¥ B. nfves y por otrcs mohos tiles como Penicillium expan -

sum, P. patulum(P. urticas}, ispergillus clavadus, eic.

Su férmula estructural es la sisuiente:

Su peso molecular es decyza.lz ¥ su andlisis proxiunal-
C: 54.55%4 H: 3.93% 0: 41.52%.

Son prismas compactos o placas delgadas a2 partir de é&ter o-
cloroformo con punto de fusién de 111°C. ‘

Es soluble en agua y algunos solventes orgdnicos excep
to éter de petréleo. Es muy soluble en acetato de smilo o -
de etilo siéndo este Ultimo un solvente eficiente para la -
extraccién de la patulina en soluciones acuosas.

Cristalizaciones repetidas en éter, benceno, clorofor-
mo, alcohol o acetona transformen a la patulina en un mate—
rial amorfo insoluble en todos estos solventes as{i como en-
agua y deido acético glacial.

La patulina tiene actividad 6ptica nula y su UV

HCClsz 276.5nm.

max

b) Produccidén de patulina (51, 83, 85)

La produccidn de patulina en alimentos por microorga -
nismos depende de la temperatura, tamafio de la lesién y ma-—
terial del huéped, también varfa entre cepas aisladas de di
ferentes huesyederos y otros factores ambicntales,

As{ tenemos que la produccién de patulina por los mo -

hos es afectada prr el tipo de frut= usada como sustrato.
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Por ejemplio, P. expansum fué reportado gue nroduce me-

nos vatulinz en cerezas duleces y ciruelas gque en duraznos -
¥ albaricoques.
El B. nfvea produce patulina en manzanass dafiadas y melones-

dulces, pero nc asi en peras dafiadas o tomates.(4q)

Del mismo modo se ha cbservado gue el B, fulva no pro-
duce patulina en jugc de tomate y ciruela pasa; esto puede-
ser debido a varios factores:

- E1 jugo de tomate tienes un pH aprecisblemente mds alto y-
mds bajo contenido de =z8lidos solubles que otros jugces.

- El1 jugo de ciruela pasa es hecho por exiraccidén de la fru
ta seca con agua, y un jugZo preparado de ssta manera con-
tiene sustancias tales como productos de reaccidn de os -
curecimientoc gue posiblemente afectan la produccidn de pa
tulina.

Es también posible que la patulina sea menos estable -
en jugo de tomate y ciruels pasa en comraracidén a los otros
jugos(uva, pera, manzana, fresa, pifia, durazno). Scott y =~
Somers han encontrado que la patulinz es mds estable en ju-

go de uva y manzana que en jugo de naranja.

Influencia de la temperatura en produccidén de patulina

Se rcalizé un estudic para determinar el efecto de la-
temperatura en la produccién de patulins por B, fulva en ju
£0 de uva.

De las temrperaturas de incubacidn estudiadas, 18% re-
sultd ser la temperatura Sptima para la produccién de patu-
lina después de z2proximadamente 25 dfas. Incrementando la -

temperatura se redujo marcadamente la cantidad de patulina-



50

producida.(80)
Somer y colaboradores encontraron que el Peniscillium -

expansum produce mds cantided de patulina a 5% que 8 20 y-
3000. aunque no se sabe porague la formacidén de patulina es-
favorecida por teaperaturas bajas. (10}

La biosintesis de patulina ha sido determinada y aun =
gue algunas de las enzimas involucradas en su sintesis han-
sido parcialmente caracterizadas, no se szabe si estas enzi-
mas tienen temperatura Sptime que pueda explicar esta obser
vaciéa.

Alternativamente, la explicacidn puede ser més comple=-
ja involucrando el desarrollo de otros sistemas metabélicos

secundarios. (83)

Influencia del oxfgeno en la produccién de patulina.

En una investigacién realizade para determinar los e -
fectos de diferentes nivelas iniciales de oxigeno y teﬁpe -
raturas en la formacién de patulina por B. nfves en jugo ds
uva Concord embotellado, se encontré que las cantidades ma-
yorea de patulina(0.3lmg/50ml) se formaron después de 28 -~
dfas en botellas con un espacio libre de S.lom e incubadas=
8 ZOQO, ¥ que cultivos de B, fulva y B. nfvea produjeron -
menos patulina en jugo de uva envasado en botellas con es -~
pacios libres de 2.5 y l.3com.

¢) Biosinteais de patulina

La ruta metabdlica propuesta para la patulina se ha =8
tudiado profusamente, incluso se considera como un sistemz-
modelo de la biosfntesis policétida y de la biosintesis de~-
metabolitos secundarios en general. La ruta metabdlica pro-
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puesta por Sekiguchi y Saucher corresponde solo a la porcidn

post-genticaldehidicae, la poreidn inicial fué propuests por
haadineaslh et i T&ET T TETTET & T

PSS WT - —

-

Forrester y Gaucher.
51) La ruta metabblica se muestra en 1la figura 7.(26, 49,-

d) Toxieidad (21, 22, 28, 50)

Para el estudio de la toxicidad de la patulina se ha-
hecho uso de los indicadores bioldgicos. Un indicador bio -
16gico es la respuesta medible provocada por el agente en -
estudio en un organismo o tejido. Entre los indicadores bigo
1légicos usados para probar la toxicidad de las micotoxinas=—
se encuentran organismos(animales de experimentacién), ér -

ganos 0 tejidos aislados y microorganiasmos.

Los estudios realizados han dado lugar al descubrimien
to de las siguientes caracteristicas téxicas:

Carcinogenicidads: Ia patulina induce sarcomas locales-—
en ratas por administracién subcutdnea en un periode prolom
gado de experimentacidn. Tiene una potencia carcinogénica -
alta-media.{19)

Por via orzl en rztones y raitae no =e producen cambios
carcinogénicos aparentemente porgue estos animales scn re -
sistentes a la ingestidn de la micotoxina; en polios se han
inducido lesisnes hepdticas por ingestién prolongada de pa-
tulina. (13)

Mutagenicidad: ILas propiedadss mubtagénicas de la psin-
lina se han demostrado mediante el uso de microorganismss ¥
cultivos de células de tejidos animales, vegetales y huzmanos.

La accién mutdgena de la patulina se debe a la inacii-
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vacidén o mutacidn del material génetico.

Entre los efectos mfs notablss se encuantrsn: la patu-
lina inhibe 1z divisidn celular, la divisidn nuclear o am -
bas en bacterias, plantas y cultivo de tejidos, principal -~
=mente en la mitogism; en la mitosis de huevos de szlamandra-
causa ruptura cromosomal y alteracidn de los husos mitéti -
cos; inhibe la sintesis de DNA y ENA, ssio me ha demostrado
por experimentos con presursores marcados, 2 un nivel de -
100 Mg/ml inhibe la aintesis de RNA en un 30% en el ndmero-
ds hepatocitos de rata, este efecto se explica por la inhi-
bicién de las enzimas RNA polimerasa 1(31% de inhibicién),-
de la BRNA polimerasa 11{87% de inhibicién) y de 1a RNA hi =~
bridasa(62% de inhibicidén con 50 Ag/m1l), con esto me afecta
el proceso de tranascripcidn en la sintesis de proteinas.

También inhibe el pasoc de elongecién, y probablemente-
el paso de iniciacién de la traduccién en células Hela y de
Chang de higado humano y en lisado de reticulositos de cone
Jo. Se ha observado la inhibicidén de la sintesis de protef-
nes in vivo, sunque este efecto se debe al impedizmento del
transporte de aminodcidos a través de la membrana, que pro-—
duce la patulina.

Otro efecto de la micotoxina es la induccidn de un sl-
to porcentaje de células poliploides de leucocitos humenos-—
cuando se exponen a niveles de 0.54 AMg/ml.

En forma general, los efectos téxicos y mutagénicos de
la patulina varian con la fage del ciclo de crecimiento de~
las células tratadas.(95)

Teratogenicidad: El principal indicador bioldgico em -~

pleado para demostrar esta propiedad ha sido el embridén de
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pollo er distintas etzras de incubacidn.

Los efectos teratogénicos se presentan primero en hue-
vog incubados previamente por 4 dims, que en los no incuta-
dos, le ddésis para producir snormalidades o8 menor rara los
embriones de 4 dfas{i-2 }J.g/huevo) que para los no incubados
{10 }Lg/huevo) .

El porcentaje de embriones que muestran efectos terato
génicos es alto(47€ de los sobrevivientes) & un nivel de -
1.0 /:-g/‘huevo. Los efecios observados varisn y predominsn el
pie deforme, el tobiilo volteado, los embriones son més pe-
gueiios que el testigo: en casos aislados se presenta e:iene_e_
falia, exoftalmia y picos cruzados deformes.(9)

En ratas alimentadas con alimentos adicionados de paiu
lina no se han observado efectos terotogénicos marcados, -
salvo algunos casos ¢e disminucidn de tamafio en la genera -

cién de ratas subsiguiente.

Otros efectos metabélicos y fisiolégicos: Las ratas in
yectadas con patulina subcutdnea e intraperitonealmente su-
fren edema pulmonar, hemorragia interna y congestidén de es-—
pilares de higado; baszo y rifiones, elevacidn de la glucosa-
sangufnea, edema y degeneracidn de la corteza cerebral y =g
dwccidn de la cuentz de linfocitos; en ratones produce sim-
tomas nerviosos, hemorragia cerebral y muerte, asi como Iz~

produccidn de tumores en el sitio de aplicaciédn. (13, 19}

d
apatfas después de un= hora de lz dminigiracidn, & las 4« -
ce horas se produce acumulaciédn de flufdo en la czvidad p=-
ritoneal ¥ el buche @cuoso en el perfodo entre 16 y 48 hc -

ras; también se encontrd una hemorragis intensa en el trzz-
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to digestive, particularmente en proventriculo, molleja e -

am ou
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Los sintom+s en perros después de una désiz oral de -
10 mg/Xg de reso son: letargia, snorexiz, hematemesis, dia-
rrea, hemorragia pulmonar, efema y hemorragias luminales =
del tracto gastro-intestinal,

En primstes la administracidn oral de patulina produ -
ce una disminucién de la actividad de la fosfatasa alcalins
s€rica, proporcional a la ddsis; se observa también un re -
chazo de la comida adicionade de patulina a niveles de 5mg/
Kg gue ge atribuye 2 que los monos reconocen el szbor de la
patulina y lo asocian con una tensidn fisica o un sabor de-

sagradable. (26)

Ls patulina causa lz inhibicién de numerosas enzimas, -
in vitro e in vivo, entre ellas la adenosin trifosfatasa de
eritrocitos humanos. Otras enzimaes afectadas son: adenosin-
trifosfatasa Hg*+, la sldolasa y la deshidrocenasa ldctica-
de misculo de conejo, la deshidrogenasa alcohélica de leva-
dura, la deshidrogenasa succiniecz, la carboxilass, la oxi -
dasa de NADP, la transsminasa sérica del ac. glutdmico-oxal
acetato de ratas y enzimas de la respiracién aerdbica. (£5)

En general, se tiene que la patuline inhibe reacciones
de enzimas con grupos sulfhidrilos en el sitio active y con

el grupo aminoc de los residuos de lisina.(82)

Existen varios factores aue explican el nivel de %oxi-
cidad de la patulina: la hidrélisis de el anillo de lz lac—
tonz eliminz los efectos inhibitorios de la patulina en la=-

en~ina y crecimiento celular,
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Esta hidrdlisis pued- resultzr 32 la accién de enzimas 3i -
gestivas o del pH alezlino del intestino.

Una répida absoreién y divisién de la toxina y una répi
da excrecidn también son considerados como factorss parz los
bajos efectos téxicos. Del 30-50% de una ddésis oral de patu

lina es excretzda emn 24 horas.{(T77, 78)

Mecanismo de accidén: Existen varias hipétesis para ex-
plicar el modo de accién de 13 patulina. Algunos investiga-
dores han propuesto que la patulina reacciona quimicamente-
en los grupos sulfhidrilo de los sistemas enzimdticos o me-
tabélicos vitales. El proceso involucra una reaccién de adi
cién tipo Michael del grupo SH al doble enlace de la lacto-
nax-@insaturade de la patulina.(54)

Se ha encontrade gue no ocurre reaccién entre la patu-—
lins y la gliceraldehido-3~-fosfato deshidrogenasa que tiene
gruros SH en su centro activo. Sin embargo, parece ser la &~
explicacién mds congruente del efecto de la patulina gobre-—
las enzimas y otros procesos celulares. {10, 20)

Algunos investigadores han propuesto' que la patulina -
se transforma en solucién en el agente téxico verdzders, peE
T0 no se ha probado tal hecho. (49, 67, 68)

ACIDO BYSSOCLAMICO (20, 25)
a) Propiedades fisicas y quimicas

El 4cido Byssocldmico tiene lz férmula empfrica ulgg,,.

06 ¥y un punto de fusidén de 163.500. Esta sustancia reaccioc~

na como un #£cido tetrabdsico, dando snles del tipo 0188200834
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¥ es probable cue este contenida en 1z solucién metabdlica-
como una mezcla de sales de su férmula general; por acidifi
cacidn 84 el #fcido libre CISHé4
culas de agua pzra dar C, _H_ O

18"20°6°
La sustancia pura es insoluble en agua, es ligeramen -

Oy, €l cual pierde dos molé-

te soluble en zlcohol, su solubilidad a2 temperaturs zmbien—
te en varios solventes orgédnicos, expresada como gramos de-—
sustancia en 100c¢cc de solvente es aproximadamente: acetona-
63, etil acetato 33, cloroformo 20, benceno 7.5, £ter 0.33,
alcohol 0.3.

Por evaporacién lenta de soluciones en acetona o bén -
ceno, la sustancia puele ser obtenida en hermosos prismas -
rectangulares, es insoluble en NaOH frfa dfluids, pero en -
caliente se disuelve lentamente, es reprecipitado sin cam =~
bio por adicidn de dcido mineral a ls solucién alcalina, es
disuelto rdpidamente en,HNO3 conc. caliente y es recupera -
do sin cambio por evaporacién de la sclucidn, es soluble en

H_ SO

5 conc. ¥ es reprecipitado en adicién de agua.

4
El microanflisis da: C: 65.03% H: 6.07%
Tiene un peso molecular de 332.
La rotacidn especifica, empleando uma solucidan al 0.4%
en cloroformo es:[s !zd' +127° ; [.‘]a‘ +108°
- ) 'm E 3

b) Toxicidad
Se han llevado a cabo pruebas de toxicidad por el Prof.
Topley de la Escuela de Higiene y Medicina Tropical de Lon-

dres, obteniéndose los siguientes resultados:

Un grupo de cuatro rztones inyectados intraperitoneal-
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wente con 25mg de la sal solublz de sodio nurieron en 24 -
horas.,.

Un segundo grupo recibid una désis de 12.5mg, ¥ de es-
tos, uno muridé =n 24 horas, dos murieron después de dos dias

y uno dezpués de tres dfas.

Un tercer grupc fué inyectado con 6.25mg, unc murid en
dos d{as, dos en tres dfas y uno en seis dfas.
Se concluye por tanto, que el dcido Byssoclémico es de

finitivamente téxico parz los ratones. {74)

BYSSOTOXINA A (42, 45, 74)

El B. fulva aislado de mafz, fué cultivado en un medio
nutritivo mejorado con trigo por 14 dias a 25°C. El extrac-
to del solvente de este cultivo, denominado posteriormente—
Byssotoxina A, mostré una modersda toxicidad en bicenaagas-

realizados en camardén salado, embriones de polloc y ratas.

g2) Propiedades fisicas y qufmicas

La Byssotoxina A es insoluble en acetona. benceng, hs~
xano, es ligeramente soluble en cloroformo, etanol y agus,-
soluble en metanol y 5% de NaOH caliente y muy soluble en -
Measo(dimetil sulféxido ~o- 2-mercaptoetanol). (52)

No es Spticamente sctivs dterminada por polarimetria,~-
aparece como una simple mancha naranja o rojo anaranja en -
cromatografia de capa fina, obteniéndose valores de Rf gz =
0.5 en tolueno o étil-acetato-dcido férmico(5:4:1 V/V/V},~—
de 0.3 en cloroformo.acetona(85:15) y de 0.9 en cloroforms~-

metanol{40:60).
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D& resultados negotivos p2ra ninhidrina y prueba de Biu
ret antés y después de la hidrélisis con HC1l 6N, Tambiédn dd
negativas las pruebas de cloruro férrico e indol, asi como-
también al reactivo Dragendorff, p-aminobenzaldehido y reac
tivo de Erlich.

Se obtiene uma reaccién 3ébil con iodoplatinato, reac-—
tivo de fenol y dcido fosfomolfbdico, d4 un fuerte color a=
zul pirpura en resruesta al HéSO4 conc. ¥ a todos los reac-
tivos conteniéndo dicho dcido. D4 pruebas negativas para a-
minas primarias y terciarias y resultados positivos para a-

minas secundariasg alifdticas.

El espectro U¥ de Byssotoxina A muestra una 1MCQ§ fasx-
de 247am{ & =50600}, 285nm(£ =17600), 356nm{& =11200) ¥ -
4T2nxn( E =146).

El espectro de resonanciz magnétice nuclear en Mest -
muestra un patrdn complejo con una serie de miltiplos no Te
sueltos con centros a 0.9 ¥ 1.2)4g/h1.

Al andlisis d= nitrégeno muestra que contiene dos mc -
les de nitrégeno por mol de compuesto. El andlisis de alta-
resolucién de espectémetro de masas de el trimetil silil de
rivado de la Byssotoxina A d4 una masz precisa de 474.2354,
la sustraccién de le masa del trimetil silil coloca la ma -
sa nominal de Byssobtoxina A como 402,

Te férmula probable fué entonces deducida como:

Cogtlogl 04
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1.~ METODOS DE LABORATORIO INVOLUCRADOS EN LA DETERVMINACION

2 o tea - Py R
NICRGZIOGLOGICA DE BYS3OCHLANTS.

1.1 aislamiento (59, 88, 100)

Se han hecho estudios para determinar la probabilidad-
de formuacidn de esporas en diferentes jugos de fruta.

Jugos comerciales libres de conservadores, fueron in -
cubados 32 dfas =a 3000. Los resultados mostraron que la ma-
yoria de los jugos permiten una buena esporulacidn y que las
jugos de ciruela pasa, uva y pifia presentan los mds altos -
recuentos. E1 jugo de ardndano, d£€ un conteo relativamente-
bajo. La presencia de dcido benzoico, un constituyente natu

ral del ardndano, puede ser quizds responsabie,

King, Michener e Ito han observado crecimiento de B. -
fulva en los siguientes jugos de frutas enlatados: manzans, ;
uvas Concord, ciruels pasa; néctar de durazno y pera y va —
rias bebidas incluyendo una combinacidén de uva-manzana y be
bida artificial de naranja.

Fl B. fulva ha sido aislado también de muchas frutas -
enlatadas y embotelladas, de frutas dafiadas, en mdquinas e9
sechadoras, en recipientes para transportar frutas y en el-—
suelo de huertos y vifiedos.

Confirnéndose que el B, fulva no parasita tejidos de -
frutas enteras(no daffadas); frutas sometidas 2 calentamien-—
to a 10006 por unos pocos minutos soportaron un crecimien -
to prolifico y rdpido del moho cuando fueron incubadas & -

25%%,

El sustrato natural del moho parece ser desperdicicz -
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de fruta y en wista de las altas temreraturas a las cuales-—
el hongo crece y produce ascas se asume que el crecimiento-
¥ Tormacidn del asca toma lugar durante el verano y gue mds

tarde las ascosporas son diseminadas por el aire.(7, 36)

1.2 Identificacidén de Byssochlamys (88)
Algunos tipos han sido identificados incorrectamente -

como Peecilomyces, el estado imperfecto, porgue las pocas as

cas que son producidas no son detectadas bajo el microscéd -
pio. Es especialmente dfficil observar la asca cuando se han
formado gran ndmero de conidios.

Les ascas que aparentemente son mds densas que los co-
nidios y las hifas son encontrados al fondo de un tubo des-
pués de la homogenizacién. También son concentrados por una
corta homogenizacién a una baja velocidad.

Bn la figura 8 se observa la estructura del B. falva,

1.3 ¥étodos de recuento

Debido a 1z baja incidencia de ascosporas de Byssochla
mys en muchos alimentos, su deteccidén a menudo depende del-
uso de muestras relativamente grandes. (35, 39)

El procedimiento para Byssochlemys depende primero del
calentemienteo de la muestrs para activar esporas en letor -~
g0 o desactivadas y para destruir microorganismos sciddri -
cos.

El materisl, es entonces cultivado en un medio de a -
gar scidificado que permite el crecimiento solamente de mo-—
hos: Byssochlemys y raramente Penicillium y Aspergillus sp.
(59)




a, b~ Estructuras esporuladas. f.~ Produccidn de ascos.
¢.~ Conidia. ¢~ Asca.
d.- Anteridlo. h~ Ascosporas,
o.~ Ascas nokales iniciales,
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El Byssochlamys es reconacido por la estructura de sus

conidiéforos ¥y por el hecko de que la asca no estd encerra—
da ern un peridic. Los conididforos son como los de Penici -
llipm, pero difieren en que log fidlides elongados termi -
nan en un delgsic soporte J= egporas gue btienden a doblarse
afuera del eje primcipal.(23)

La asca gue contiene scho zacesporas son distinguidas-
por el color de sus colonigs en W ' de agar acidificado, -
después de catorce dfms de incubacidn: las de B. nivea son-
predominantemente blancas, mientras gue las de B. fulva son
amarillo pdlidzs. Das colonias en agar se inician como pe -
guefias zonas de micelioc cue ge extienden rédpidamente hasta—

cubrir por completo la caja.

1.3.1 Métodos de recuento en jugos de frubs %, 91)

Este procedimiento es usado para la identific. dn y -
enumeracidén de bajo ndmeroc de mohos termoresistentes en una
gran variedad de muestras de frutas.

Para minimizar la oportunidad de contaminacién, un pro
viema potencisl en laborazisorios en los cualeg el Byssochia-
mys es cultivado, las botellas mezcladoras generalmente son

l1levades al sitic de musstreo.

Procedimiento:

Afiadir gproximadamente 100g de fruta a una botella €8
téril y tarada., Volver a pesar, paraz dsterminar el peso de-
1z muestra afiadida, adicionar 100 ml de sgua estéril, Agi -
tar por cinco minutos o hasta que la mezcla sea homogénea.

Colocar la botella{encerrads en una bolsa de polietilens} -

en vn baflo de agua a 70%.
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Sogtener el bafisc gor des horzs, pars asegurar que ia =
mezcla estard a lz texreratura de equilibrio por lo menos -
una hora.

Después del calentamiento distribuir el homogenizado -
en cajas Petri, aproximesdamente 10 ml por caja. Afadir vo -
limenes iguales de yzraz-dextrosa-sgar (PDA), amcidificado a-
DH=3.5 con 10% de dcido tartdricc. Mezclar. Asegurar una sg
lidificacién adecuada. Contar cols. despuds de. la incubae
cidén por 48 hores a 32°C. Reincubar caj.. negativas otras —

48 horas antes de ser descartadas. (Ver figura 9)

Precaucioneg: El gran numerc de cajam Petri, (20 o nfs)
que se utilizan por caed= muestra increments las posibilida-
des de contaminacidn por esporas de otros mohos transporta-

dos por el aire. A menudo, los contaminantes son ecrecieg -

reconocibles que no poseen termoresistencia.

1.3.2 ¥étodos de recuento en concentrados de fruta (88,
91) Este procedimiento estd modificado para concentrados -
de frutas tales como uva, manzana y cerezaj; ¥ bases para Ju
gos hechos a base de estos productos.
Congsiste de lo siguiente:
a) Colocar 50g de producto en una botella estéril de 250 =x1.
b) Afiadir 50ml de agua estdéril
¢) Realizar prueba de esporas por 30 minutos a 77°C(em§ezar
a contar el tiemprs cuando el termémetro alcance esta tem
peratura)
d) Enfriar inmediatz-ente
e) Distribuir de 30 2 40ml en 4 © 5 cajas Fetri, afiadir 2%-

de papa-dextrosa-zgar acidificado y mececlar contenidos.
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£) Incubar a 30%

£) Examinar cajas y botellas semzanalmente para la presen -
cia de crecimiento de mohos y descraricr después de 30 -
dfas si no ocurre crecimiento.

h) Comprobar el crecimiento microscdpicamente, observando -
la presencia de ocho esporas en las ascas gue es caracte

ristico.

Este procedimiento puede ser usado para aguellos pro -
ductos que tengan 35°Bx. Cuando se examinan productos de es
te tipo, ussr 100g de muestra y mo diluir con sgua estéril.
{Ver figura 10)

El chogue térmico de 30 minutos a 77°¢ ha sido disefia-
do para eliminar hongos no termoresistentes, restringiéndo-
el crecimiento a esos microorganismos que son capaces de SO
brevivir al proceso térmico dade al producto terminado. Mo-
hos de este tipo son capaces de sobrevivir varias horas a -
esta temperatura. También la germinacién Sptima es obtenida
por calentamiento de las esporas por 30 minutos a ‘750(}, la-

cual estd en el range de la temperatura especificedea.



Fig. 10

Método de recuento en concentrados de frutas.

Bafio marla a 77°C.
por 3Omin,

50ml. de agua.

Agua destilada
esteril
(50ml)

Incubar cajas y botelias a 30°C,
por 30 dias.
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1l.- ¥EDIDAS DS CONTROL (29, 31)
Siendo uno de los objetivos de esta investigacidn, la -~

prevencidn del crecimiento del Byssochlamys sp en frutas en

latadas y embotelladas y en otros productos de frutas pro -
cesados, nuestra principal atencidn estard enfocada a la -
destruccién de las ascosporas.

rebe mencisaarss Gue lag echo esporsas en la asca rara-
vez se separan, en estado seco 0 en suspensifn. Por lo tan-
to, es necesario referirse al asca({un grupoc de ocho ascospo

ras) mfds que a una simple ascospora.

El B. fulva presenta ascas con paredes gruesas lo que-
afecta los estudios de termoresistencia, ya que la estructu
ra no es fdcilmente destrufda para producir las ocho ascos=—
poras individuales y consecuentemente 1la velocidad de pene-
tracidn del calor no es uniforme.

Una suspensidn de ascosporas sostenidas en una asca de
paredes gruesss exhibe un grado de termoresistencia ligers
mente mayor que una suspensidén homogénea de ascosporas in -
dividuales.

Esto es un efecto que tiene serias implicacicnes dur

IE

te el proceso comercial de productcs contaminados con ascas
intactas especialmente cuando las temperaturas de esterilis
zacidn son mentenidas por cortes perfodos de tiempo,

1.1 Agentes fisicos
a) Calor como agente letal

Bstudio térmico:
Los tiempos de destruccidén térmica representados co

mo logaritmos en papel semilogaritmico y las temreraturas -
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como valores aritzméticos, dan como resultado una curva de -—
destruccidn té€rmica representada en ia figura 1i.{24, 71}
La lfnea recta obtenida indica gue el grado de destruc

cifn térmica es logaritmico, © en otras palabras constante.

Ia inclinacidn de la linea, desyuéds de ciertas correc-—

______ 2 valor "z® ¥ corrasponde al intervalo ds

temperaturas, en grados Farenheit, necesarios parz que la -~
linea atraviese un ciclo log=ritmico en el papel semiloga -
ritmico. En otras palabras, "z% representa los grados Faren
heit requeridos para reducir el tiempo de destruccidén térmi

ca diez veces.

#PFr o5 el tiempo en minutos necesarios para destruir -

el microorganismo en un medio especifico a 121.106(250°F).

El simbolo "D" se usa para expresar el tiempo de re -
duceidén decimal, es decir, el tiempo de calentamiento a una
temperaztura determinada que cause el 90% de reduccidn en la
cuenta de esporas.

Este seria el tiempo enm que la curva de sobrevivencia-
corta un ciclo logaritmico.(53)

Las curvas de sobrevivencia de las ascosporas termore-
sistentes del B. fulve expuestas al calor letal, siguen un-
comportamiento no logaritmice.

Bstas curves de sobrevivencia se caracterizan por una-
saliente o loma, seguida por una aceleracidn en la veloei -~
dad de muerte.

Lz aparicién Ce estas curvas se atribuye a que las =28~
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Doras se agrupan, o0 g la capacid:id de las células defiadas -
pers reparar sn cierto grado el dzfio; o también, al resulta-
do de uns resismtencia desigual entre lzs esporas. {24)

La loma &1 inicio é¢ la curva, indica una activacidn -
mds lenta de esporas ¥y puede haber uns cafds cuando el ndme-
Tro ¥ya se ha reducido mucho, lo que indica la existencia de-
2lgunos microorganismos mds resistentes que los demds.

Bste tipo de curva para B. fulva ha sido encontrada a-
80 ¥ 8705, pera cuandc se incrementa la temperatura, la cur-
va log de sobrevivencia tiende a convertirse en unz lfnea -

recta. (Figurz 12)

Las ascosporas de BE. fulva tienen un valor de "D"(tiem-
po de reduccidn decimal) de aproximasdamente 10 minutos & -
88“3(19093) ¥ un valor de "z" igual a 6.700(1202), determi-
nados en jugo de uva de acuerdo a los métodos descritos por
1a Asociacidn Nacional de enlatadores. (41) '

Cflculos de velocidad de mierte t8rmica:{41,43)
a
La férmula (logio - logN)= Kt + C fue sdaptada para -
iincarizer datog; donde:

E_ 7 N son el ndmero inicial y el mimero de microorganismos

sobrevivientes al tiempo .

& es 1la reciproca de 1z pendiente de la curva al graficar -
{}.ogﬁo ~ log¥®) contra log t.

K es la constente de velocidad de muerte y la pendiente Ce

12 curva linearizada.
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Fig. I2a.~ Curva de vsiocidad de muerte térmica para ascosporas
de Byssochlamys fulvg. de 80a 90°C.; pH=3.6.
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-‘ Lulvgs pH= 36,
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C es la intercepeidn y es unc constante para un conjunto -~

dado de datos=.

L es el tiempo de calentamiento en minutos.

Se ha encontrado que las ascosporas de B. fulva son -
suscepiibles a un calentamiento intermitente; por ejemplo, -
cuando se les d4 dos periodos de calentamiento con un perio
do intermedio entre ellos a una temperatura mds baja.

El estudib del efecto del calentamiento intermitente —
en la ascz del moho involucra los siguientes puntos: (31)

- pH del medio nutriente

- tiempo ¥y temperatura Sptimos para el primer calentamiento
- temperatura dptime para el perfodo intermedio

- temperatura minima efectiva y tiempo paras el segundg ca -

lentamiento.

Las condiciones Sptimas para la total destruccidn de -

todas las ascas son las siguientes:

- medio nutriente pH=3.0
~ primer calentamiento 10 minutos a 77°c(110°?)
-~ temperatura para el- 46%(115°®)

perfodo intermedio
- segundo calentamiento 10 minutos a 77°C{170°F)

Tndag las ascas son destrufdas con un perfodo intermedic-—

de 30 minutos.

Las ascosporas al final del perfodo intermedio no muesg
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tran cambios en apariencia bajo €1 examen microscédpicce.

A¥n no han germinado. Su pérdide fe resistencia al czlor se
asocia con la hidrédlisis de 12 prred de la esrora, 1o cual-
ocurre mfs réridamente a pH=3.0 o inferiores; también se re
laciona econ lz hidratacidén del protorlasmz y pérdida de ac-

tividad.

b) Filtracidn (41, 56, 69)
- Esta medida de control solo es aplicable a jugos, -

bebidas y concentrados de frutas—

Debido a gue generalmente los productos arriba mencia-
nados son sometidos a un proceso de filtracidén, se llevs a-~
cabo una investigacién acerca del usc de tierras de diatome
as como un syuda filtro para la remocién de ascosporas y as
cas de Byssochlamys.,

La eficiencia de filtracién en una escala comercial pz
ra dicha remocidén no ha sido determinada y para que sea exi
tosa, deben hacerse algunos arreglos fisicos; de tz1 maners,
que el juge filtrado sea removido del drea de filtracién ~
sin recontaminacién ror el ayuda filtro usado.

Esta medide serd efectiva, siempre y cuando la recontsz
minacién se prevenga, especialmente si se considera que el~—
Byssochlamys estd presente en las 4reas donde las frutas y-

principalmente las uvas son procesadas. (¢gn) -

Generalmente, las poblacioneg natur~les de Byssochl: -
mys y otros microorganismos relativos, son tan pequefias que

escaran a su deteccidn ypor los métodos convencionales; en -
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tonces, un sistema d:z filtracidén gue permita pasar solo una
=
egpora en 127 y pravenir la recontaminacidén del juge filtra-

de, reducs Ise psblasiones & un nivel extrexmzdamente bajo.

Para ejenplificar 1o anteriormente expuesto tomaremos
comn modelo el processc de obtencidén del jugo de uva concen-
trado.

En la figurs 13 se tiene el diagrama de flujo para la-
obtencién del juge de uva concentrado. (41)

El jugo de uva es cominmente calentado antes de entrar
al vacf{o. Si recibe un tratamiento térmico equivalente a un
valor de D{por ejemplo 10 min a 8800 6 190°F), solo 10% de-
cualquier ascospora socbrevivird.

El 802 es regularmente afiadido al jugo antes de ser -
concentrado. En una concentracidn de 90/&1/1t reduce el va-
lor de D de estas ascosporas aproximademente un 50%. Esto - '

— des T areTanddnd Ja ~alivarsdera - e s sy LA
reduce la velocidad de sobrevivencia a 1.0 7y 0.01% respecti-

vamente.
Si los efectos del calor y del 502 son afiadides al e -
fecto de la filtracién(remocién de aproximadamente 0.001% -

de las esporas 0 unz espora en 105) sclo una espora en 107

o 109 permanecerfa en el jugo.

Las poblaciones de Byssochlamys nunca han sido muy gray
des en jugo de uva. Si suponemos que existe una ascospora/ml
el proceso reducirfa la contaminacién a una espora por cien
mil litros de jugo para ser concentrado.

Pero como el juge de uva concentrado es siempre dilui-
do y reprocesado, recibe otro tratamiento térmico el cual -
puede ser el equivalente de por 1o menos um valor mds ae B,
produciéndose una reduccién en la poblacién de ascosporas

de 96%.
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1.2 Agentes guimicos

Conservadores quimicos:

Lios conservadores, son aquellas sustancias capaces de-
retardar, evitar o enmascarar los cambios indeseables gue -
sufren los alimentos. Estos cambios pus3den ser originados -
por microorganismos, por enzimas del alizento o por simples

reacciones quimicas.

Deben de llenarse ciertas condicicmes antes de consi -
derar un preservativo quimico para su uso en la industris -
de alimentos; entre ellas estan las siguientes: (27, 71)

- prolongar la vida del alimento

~ no debe ser téxico

-~ no debe impartir sabor, olor, color, textura extrafia, -
cuando se usen en 10s niveles requeridos.

- debe ser fdcilmente soluble

- debe presentar propiedades antimicrobianags en el rango -
de pH del alimento en gque se usa

- debe ser econdmico y prdctico de usar

Entre los conservadores dtiles para prevenir el desa -

rrollo del Byssochlamys se encuentran:{37, 39, 52}
a) E1 soz(anhidrido sulfuroso) que muesira una azccidén letal

2 concentraciones entre 2 ¥y 10 1/3% en un medio con un=—

pH’B «0O.

b) El benzoato y sorbato de potasio presentan una accién in

hibitoria a concentraciomes de 0.02Z5%.

c) El dcido peridcetico es efectivo en 1= destruccidn de zs~
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cas a concentraciones de Zs(7/Y) por 2.5 minutos de ex-
posicidt mare ~leazzar 97.37% de destrucceidn y 4%4(V/VY -
por 1.Z alnubos 32 exposicifa para aleanzar el mismo rpor

centzj 32 Jdesstruccidn.

Fara control sz recomiendz tambidn la aplicacidn de Ium
gicidas durante el cultivo de las frutas de interés comos
a) El1 Bupazrene(N .,I?—dimetil-N—fenil-fluoruro-ﬁiclorometﬁ.—
sulfamida), que es un fungicida altamente efectivo en el -
control de infecciones por honrngos en uvas y fresas.

Ia concentracidén residual de Euparene y de su metabs -
lito(N. JN-dimetil-N-fenil-sulfidiamida) en uvas, es reconrsn-
dado como 1.3mg/Kg, pero para fresas se permite una concen-
tracién menor a ésta.

En el caso de uvas el tiempo de espera para la accide
del fungicida deberd de ser de 30 dfas cuando la preparacidn .
es usada por arriba de 3 Kg/Ha; ¥ en el caso de fresas de -

15 dfas involucrando 1.2 Kg/Ha.{gs)

b) Se ha encontrado gue las ascas del B. fulva son sensiblies
al bromurc de metilo gaseoso(MeBr).

5X104 ascas/g inoculadas en almidén en polvo de tapio~
ca han sido destrufdas en 30 dfas por 90 mg de MeBr/Kg de =}
midén. Esta concentracidn estf dentro de los limites perm.ii
dos para propésitos de fumigacidn de insectos; y serf efecii-
va siempre y cuando se mentenge la 8= 69 durante el trat: ~

miento, slmacenamiento y transporte de las fresas.

(55, 64, 9¢)
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COV.INTARIOS (4, 42, 71, 28)

En gensril, 13 dresmsncia de ancosroras de Byssoclamys

no es comin en f:u%=s cuancs son recibidas en la plantas pro

cesadora. Los recurntos de esporas son bajos generalmente,—

menos de 10/100g.

Zste nivel de contaminacidén en frutas usadas como ma =
teris prima no pre~enta un prroblema de descomposicidén a los

procesadores, debido a que la gran mayoria de las ascosporas

gon removidas & través de los procesocs de lavado, escaldado,

mondado, filtrado, etc. y las pocas esporas remanentes son-—

destrufdas en el proceso térmico.

Esta remocién serd efectiva, siempre y cuando se tenga
el cuidado de que no haya contaminacidn en los pasos del -
proceso antes sefilalados; ya que la contaminacién por Bysso-

chlamys puede darse a los siguientes niveles:

- A pertir del suelo de huertos y vifiedos.

Al momento de la cosecha.

En mfdquinas cosechadoras inadecuadamente saneades, que -

ruedan llevar una contaminacidn anterior.

Durcnte el transporte de la fruta, ya sea por el emples -
de bolszes sucias, ccjas ya contaminadas, o bién por el -

contecto con frutas contaminadss.

Bn 1 plantz procesadora, a partir de 1los utensilios uti-
lizados rare su proceso como pu-den ser: cuchillos, cucka

rag, mesas pera rartir sobre todo si son de madera, cim -
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tas tranasportadoras, tangues de almacenwmiento y cual -
gu_er pieza de 1z fdbries que entre en contacto con el a-
limento es una fuente signific:tiv: de contuminucidn 2 nme

nos que haya sido suficienterente lavzd=z y desinfectada.

— El agua utilizada para el lsvado puede ser una fuente ro-

tencial de contaminacidn.

Debido a gue las formas termoresistentes del mohof{as -
cas} usualmente no se forman en menos de dos semanas, un sa

neamiento adecuado serf efectivo en .el control de Byssochla
oys.

La cuenta de 10 ascosporas/100g en un paso anterior de
la entrada del producto al autoclave, indicz un seric pro -
blema de contaminacién.

Y dado que las frutas y productos de frutas son sometdl
dos a un ligero tratamiento térmico parz poder conservar —
sus propiedades organolépticas; este microorganismo, una -
vez que se inicia la contaminacién, dfficilmente es destrui

do o insetivado con este tratamiento térmico.

El incremento en la temperatura del proceso no es uns-
solucidén prdctica, dado que con esio se gacrificarian las =~
propiedades orgenolépiicas del yroducto. Ts aqui, cuande -~
debe hacerse uso de lss medidas de control rropuestas en el

Capfiulo V.

In ocasiones, los contaminantes normales de la linez -~

de procesc previenen el crecimiento del moho, por comretsn~
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cia de nunisntes o par rraduccidn de jroductos metabblicus—

tixicos 2% -oho,

RESULEN
- Frutas enlctadas y embotelladas han presentado contaminz-

cién rnor <l moho Byssochlrmys fulva, debido a que sus as-—

cosporas prezentan uns alta termoregitencia y sobreviven-—

5]

al proceso térmicc 21 gue son sometidas.

£

- La contaminacién se manifiesta por la completa desintegra

cifn de la textura por la accidn de sus enzimas pectinolf

ticaes.

- La termoresistencia de sus ascosporas se atribuye a la -
composicién de sus dcidos grazsos, en 1los que predominan -
los de cadena largza, ya que lz resistencia al calor y Ia-—
presencia de &stos son dos propiedades que distinguen a -

las ascosporas del B. fulva.

- El género Bysgochlemys es capaz de producir productos ro-
tencialmente tdéxicos como son el dcido Byssocldmico, lz -
Byssotoxina A y lz paiulina, siendo esta dltima micotoxi-—
na de relativa imporitancia dado a sus efectos teratogé-i-~
cos, mutzgénicos y czrcinogénicos.

- Las medides de contral emple~das para su destruceidn ¢ -
noctivicidn son:

a) Calor camo agente letol., Las ascosporas son suscepsi —

Ples o un ecalertzmiente intermitente. Este tretamient
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involuera losg siguientes puntes:

medio nutriente pH=2.0
primer calentamiento 10 misz a 7700(1703P)
temperztura para el 4600(115°F)

perfodo intermedio
segundo calentamiento 10 min =a 7700(1?0°F)

Todas las ascas son destruidas con un pericdoc intermedio-

de 20 minutos.

b) Filtrzcidn. Se emplean tierras de diantomezs como ayuda -

filtro para la remocidn de ascosporas y ascas.

c) Agentes quimicos. Entre los conservadores dtiles pars -

prevenir el desarrollo del Byssochlamys se encuentran: -
i) anhidrido sulfureso(soz) que a concentraciones de 2 -
10 M1/1 en un medioc de pH=3.0 muestra azcidén letal.
ii) el benzoato y sorbato de potasio presentan accidn in
hibitoria a concentraciones de 0.025%.
iii) el dcido peracético a concentraciones de 24(V/V) -
por 2.5 min de exposicidn y 4%{V/V) por 1.2 min de exro-
sicidn.

También pueden uszrse fungicides dqurante el cultivo de
las frutas, como Furcrene{concentracidn rsr-idual en uvss-
igual a 1.3mg/Kg; en fresas un=z concentrzcidn menor 2 éo-

ta) y bromuro de metilo & concentraciones de 0.009%.
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