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. INTRODUCCION

1.1. MICROBIOLOGIA DEL JAMON CURADO

El jamdn curado es un producto cdrnico de gran valor comercial, sensorial y nutritivo
gue presenta una gran importancia en el sector cdrnico espaiol. Actualmente existen seis
Denominaciones de Origen Protegidas (D.0.P.) de jamdn curado en Espafia, entre las que
destaca la D.O.P. Jamén de Teruel ya que fue la primera que se cred en nuestro pais para
amparar, controlar y garantizar la produccién de jamones. El proceso de elaboracion del jamén
D.O.P. de Teruel tiene una duracién minima de 60 semanas durante las cuales se desarrollan
las siguientes fases: salazén (incorporacidon de sales a la masa muscular, que favorecen la
deshidratacién del pernil y su perfecta conservacion), lavado (para eliminar la sal adherida),
asentamiento o postsalado (difusion de la sal hacia el interior de las piezas carnicas,
eliminandose lenta y paulatinamente el agua), curado (en secaderos cuyas condiciones
ambientales son las propias de la zona) y envejecimiento (en esta fase se producen las
reacciones bioquimicas responsables del aroma y sabor caracteristico). A lo largo de estas
etapas se produce una lenta y gradual reduccidon del contenido acuoso que, unida a una
evolucion de diferentes procesos enzimaticos naturales, permite el desarrollo de las

propiedades sensoriales propias del producto.

Uno de los factores implicados en los procesos enzimaticos que experimenta el
producto durante su maduracién es la microbiota existente en su superficie, la cual estd
condicionada por la presencia de NaCl en la pieza y por la reduccién progresiva de la ay
(actividad de agua) tanto en la superficie como en profundidad. Estos cambios fisico-quimicos
van a reducir los recuentos bacterianos y de levaduras mientras que los mohos van a
incrementar su diversidad y recuento a lo largo del proceso de elaboracion. Asi, en las etapas
iniciales la microbiota esta constituida principalmente por micrococaceas, pertenecientes en
su mayor parte al género Staphylococcus, y levaduras, mayoritariamente del género

Debaryomyces (Carrascosa y Cornejo, 1991; Francisco y col., 1981; Molina y col., 1990; Nufiez y
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col., 1996) mientras que a partir del secado predominan los mohos, principalmente las
especies de Penicillium y al final de la maduracién ademas Eurotium y Aspergillus (Figura 1)

(Huerta y col., 1987; Monte y col., 1986; Nufiez y col., 1996; Rojas y col., 1991).

log ufc/g

1 Post-
o 4 salado Secadero Bodega
0 100 200 300 400 500 600 700
Dias
Mohos —@-— Levaduras -—f— Micrococaceas Lactobacilos

Figura 1. Evolucidn de la poblacién microbiana superficial durante el proceso de elaboracién del jamon
ibérico (Nunez, 1995; Rodriguez, 1995).

Diversos trabajos se han ocupado de caracterizar la biota fungica del jamoén curado
durante su procesado (Tabla 1). Asi, Huerta y col. (1987) concluyeron que al iniciarse el
periodo de secado, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Penicillium chrysogenum y
Penicillium purpurogenum dominaron sobre las otras especies. Motilva y col. (1991)
estudiaron los mohos presentes hasta la semana 13 de curado y hallaron que la frecuencia en
que el género Penicillium aparecia en jamones blancos disminuia durante el salado,
aumentaba durante el reposo y volvia a disminuir a partir de las 10 semanas de curado, al
contrario de lo que ocurria con el género Aspergillus, cuya frecuencia, siempre muy baja,

disminuia cuando se producia algin cambio de temperatura (de 3 a 152C) o humedad (de 80-
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85 a 10-80%). Dentro del género Penicillium, Huerta y col. (1987) hallaron las siguientes
especies como predominantes: Penicillium notatum, P. purpurogenum, Penicillium digitatum y
Penicillium cyaneofulvum. Rojas y col. (1991) identificaron los grupos de Aspergillus: glaucus,
fumigatus, niger y flavus como los grupos mas abundantes por este orden. Respecto a las
especies de este género, Huerta y col. (1987) observaron que Aspergillus halophilicus,
Aspergillus amstelodami, Aspergillus chevalieri y Aspergillus niger son las mayoritarias,

representando cada una mas del 10%.

Aunque con menor frecuencia, también se han aislado otras especies fungicas de los
géneros Cladosporium, Alternaria, Aurobasidium, Syncephalastrum vy Curvularia en jamén
ibérico (Monte y col., 1986; Nufiez y col., 1996) y Mucor y Fusarium en jamones elaborados en
Croacia (Comi y col., 2004). La variedad de la poblacion fungica parece estar relacionada con la
localizacién geografica de las instalaciones de procesado y con el tipo elaboracion (Comiy col.,
2004; Leistner y Ayres, 1968; Peintner y col., 2000). Asi, un estudio sobre la microbiota tipica
del jamén speck (jamon originario de la regidn del Tirol) concluyé que la diversidad de la
poblacién fingica descendia cuanto mads industrializado era el proceso de elaboracidon
(Peintner y col. 2000). Asimismo, Comi y col. (2004) identificaron especies fungicas similares en
las diferentes fases de procesado de un tipo de jamdn producido en Croacia, lo que podria
indicar que la poblacién fungica superficial proviene del aire y de las cdmaras de maduracién

mas que de la carne cruda.
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Tabla 1. Especies fungicas aisladas en jamén curado

Especie Referencias bibliograficas
Aspergillus
A. amstelodami Huerta y col., 1987
A. chevalieri Huerta y col., 1987
A. flavus Comi y col., 2004; Huerta y col., 1987; Rojas y col., 1991; Sutic y col., 1972; Wang y col., 2006
A. fumigatus Asefa y col., 2009; Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Rojas y col., 1991; Wang y col., 2006

A. halophilicus
A. niger

A. ochraceus
A. parasiticus
A.versicolor
Eurotium

E. amstelodami
E. herbariorum
E. repens

E. rubrum
Penicillium

P. atramentosum
P. brevicompactum

. camemberti
. canescens
. cavernicola

D v v >

. chrysogenum
P. citrinum

P. commune

P. crustosum

P. cyaneofulvum

P. cyclopium

P. digitatum
P. echinulatum

o

. expansum

. glabrum
. gladioli
. glandicola

D v v o

. griseofulvum
P. jensenii
lanosum

. nalgiovense
. nordicum

T U v D

. notatum
P. oxalicum

P. palitans

P. purpurogenum
P. restrictum

P. roqueforti

Huerta y col., 1987
Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Nufiez y col., 1996; Rojas y col., 1991; Wang y col., 2006

Comi y col., 2004; Huerta y col., 1987; Rojas y col., 1991; Sutic y col., 1972; Wangy col., 2006
Comiy col., 2004
Leistner y Ayres, 1967; Nuiez y col., 1996; Rojas y col., 1991; Sutic y col., 1972; Wang y col., 2006

Asefa y col., 2009; Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Spotti y col., 1989; Suticy col., 1972

Asefa y col., 2009; Leistner y Ayres, 1967; Nufiez y col., 1996; Rojas y col., 1991

Comi y col., 2004; Leistner y Ayres, 1967; Monte y col., 1986; Nufiez y col., 1996; Spotti y col., 1989; Spottiy
col., 2001b; Suticy col., 1972

Leistner y Ayres, 1967; Nuiez y col., 1996; Peintner y col., 2000; Spotti y col., 2001b; Sutic y col., 1972

Asefa y col., 2009

Asefa y col., 2009; Leistner y Ayres, 1967; Monte y col., 1986; Nufiez y col., 1996; Peintner y col., 2000; Spotti y
col., 2001b

Spottiy col., 2001b

Peintnery col., 2000

Asefa y col., 2009

Asefa y col., 2009; Battilani y col., 2007; Comi y col., 2004; Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Nufiez y
col., 1996; Peintner y col., 2000; Spottiy col., 1989 y 2001b

Battilani y col., 2007; Comi y col., 2004; Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Spotti y col., 1989; Tabuc y
col., 2004

Asefa y col., 2009; Comi y col., 2004; Leistner y Ayres, 1967; Nufiez y col., 1996; Peintner y col., 2000; Spotti y
col., 2001b

Asefa y col., 2009; Tabuc y col., 2004

Huerta y col., 1987

Comi y col., 2004; Dragoni y col., 1980; Leistner y Ayres, 1967; Monte y col., 1986; Spotti y col.,1989; Tabucy
col., 2004

Huerta y col., 1987

Asefa y col., 2009; Nuiiez y col., 1996

Asefa y col., 2009; Comi y col., 2004; Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967; Monte y col., 1986; Nufiez y
col., 1996; Spottiy col., 2001b; Tabuc y col., 2004

Comi y col., 2004; Dragoni y col., 1980; Leistner y Ayres, 1967; Peintner y col., 2000

Spottiy col., 2001b

Huerta y col., 1987; Tabucy col., 2004

Spottiy col., 2001b

Nufiez y col., 1996; Spottiy col., 1989

Tabucy col., 2004

Asefa y col., 2009; Battilaniy col., 2007; Peintner y col., 2000; Spotti y col., 2001b; Tabuc y col., 2004
Battilaniy col., 2007

Huerta y col., 1987
Nufiez y col., 1996

Asefa y col., 2009; Tabuc y col., 2004
Huerta y col., 1987; Leistner y Ayres, 1967
Nufiez y col., 1996

Battilaniy col., 2007; Leistner y Ayres, 1967
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Especie Referencias bibliograficas
P. rugulosum Leistner y Ayres, 1967; Nuiez y col., 1996
P. simplicissimum Monte y col., 1986
P. solitum Asefa y col., 2009; Peintner y col., 2000; Spotti y col., 2001b; Tabuc y col., 2004
P. verrucosum Comiy col., 2004; Peintner y col., 2000; Spotti y col., 1989; Spotti y col., 2001a
P. viridicatum Leistner y Ayres, 1967; Monte y col., 1986; Nufiez y col., 1996; Spotti y col., 2001b; Tabucy col., 2004
P. waksmanii Peintner y col., 2000; Spotti y col., 2001b

1.2. EFECTOS DEL DESARROLLO FUNGICO EN EL JAMON CURADO

Las condiciones ecoldgicas de las cdmaras de maduracion y la reduccion progresiva de
la a,, del producto favorecen el desarrollo de una abundante poblaciéon fungica en la superficie
del jamdn curado. Debido al prolongado tiempo necesario para el procesado del jamdn, la
biota fungica puede actuar durante un largo periodo en el producto, por lo que juega un papel
importante en su maduracién, ya que puede influir tanto en las caracteristicas sensoriales
como en la salubridad del producto. Asi, estos microorganismos pueden contribuir en los
procesos madurativos que tienen lugar durante el procesado, ya que tienen un papel decisivo
en la génesis de compuestos volatiles que contribuyen al aroma caracteristico del jamdn
madurado, concretamente los productos originados de la lipdlisis y protedlisis que se producen
durante la maduracién (Alonso, 2004; Martin y col., 2003). Del mismo modo, los hongos crean
un microclima en la superficie que mejora la textura y calidad sensorial del producto al
favorecer que la pérdida de agua durante su procesado sea gradual, permitiendo que el
producto pueda sufrir largos periodos de maduracién para alcanzar el aroma caracteristico
(Licke, 1986; Lucke y Hechelmann, 1987). En este sentido, diversos trabajos que
caracterizaron cepas fungicas aisladas en jamdn concluyeron que la mayoria de ellas poseen
una actividad catalasa moderada, destruyen perdxidos y reducen las reacciones oxidativas y la
formacién de compuestos como biliverdina, bilirrubina, urobilina y estercolina por lo que, en
consecuencia, disminuyen el enranciamiento y estabilizan el color del producto (Burgos, 1981;

Geisen, 1992; Ludemann y col.,, 2004; Nunez, 1995). Asimismo, algunos hongos liberan
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metabolitos con efecto antimicrobiano que pueden limitar el crecimiento de otros
microorganismos patdgenos y/o alterantes del producto (Bello-Gutiérrez, 2008). En este
sentido, Nufiez y col. (1996) pusieron de manifiesto que el 76% de los mohos aislados de
jamon ibérico son capaces de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus. Ademas, segin
estudios realizados por Huerta y col. (1987) y Mislivec y col. (1988), algunas especies de
hongos no toxigénicos son capaces de inhibir la produccién de micotoxinas e incluso de

destruir las micotoxinas producidas por otras especies en productos alimenticios.

Por otro lado, ciertos hongos pueden alterar el producto organolépticamente y/o
producir metabolitos secundarios tdxicos, conocidos con el nombre de micotoxinas. El
deterioro de las caracteristicas sensoriales se debe a la producciéon de exoenzimas durante el
crecimiento fungico. Una vez en el alimento, estos enzimas pueden continuar su actividad
independientemente de que se produzca la eliminacién del micelio, causando desde olores o
coloraciones desagradables hasta la completa desintegraciéon de la estructura del mismo. No
obstante, el aspecto mas preocupante es su capacidad para producir micotoxinas. El potencial
toxigénico de los mohos aislados en productos cdrnicos se ha establecido basandose en
distintas observaciones (Tabla 2). En este sentido, se comprobd que el 80% de 1481
aislamientos de cepas del género Penicillium eran potencialmente toxigénicos (Eckardt y col.,
1979). Asimismo, en el estudio realizado por Nufiez y col. (1996) se concluyé que mas del 75%
de los mohos aislados en jamén ibérico mostraban toxicidad o mutagenicidad en ensayos
bioldgicos. Algunas de estas cepas mostraron capacidad de produccidn de micotoxinas en
medios de cultivo constituidos Unicamente por extracto de carne y cloruro sédico (Diaz, 1999;

Nufez y col., 2000; Rodriguez de Ledesma y col., 1996; Sosa y col., 2002).
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Tabla 2. Produccién de micotoxinas por especies de Penicillium y Aspergillus asociadas a productos
carnicos.

Especie Micotoxinas producidas1

A. flavus Aflatoxina B1, Acido ciclopiazénico, Acido 3-nitropropidnico

A. niger Ocratoxina A, Fumonisina B2

A. ochraceus Ocratoxina A, Acido penicilico, Xantomegnina, Vioxantina

A. versicolor Esterigmatocistina

P. aurantiogriseum Verrucosidina, Acido penicilico, Acido terréstrico, Glicopéptidos nefrotéxicos
P. brevicompactum Acido micofendlico, Botriodiploidina

P. chrysogenum Acido secaldnico, Toxina PR, Roquefortina C, Acido ciclopiazénico
P. citrinum Citrinina

P. commune Acido ciclopiazénico

P. crustosum Acido terréstrico, Penitrem, Roquefortina C

P. cyclopium Acido penicilico, Xantomegnina, Ocratoxina A

P. expansum Patulina, Citrinina, Chaetoglobosinas, Communesinas, Roquefortina C
P. glabrum Citromicetina

P. griseofulvum Patulina, Griseofulvina, Roquefortina C, Acido ciclopiazénico

P. nalgiovense Ocratoxina A

P. nordicum Ocratoxina A, Acido viridico

P. oxalicum Acidos secalénicos, Roquefortina C

P. palitans Acido ciclopiazdnico

P. roqueforti Acido micofenélicoz, Toxina PR, Roquefortina C

P. rugulosum Rugulosina

P. solitum -

P. variabile Rugulosina

P. verrucosum Ocratoxina A, citrinina

P. viridicatum Acido penicilico, Acido viridico, Acido ciclopiazénico, Ocratoxina A

'Basado en Escher y col. (1973), Frisvad y col. (2004), Frisvad y Thrane (2002), Galtier y Le Bars (1973), Pitt (1979).
’El 4cido micofendlico no estd catalogado como micotoxina pero es un componente inmunodepresor.

1.2.1. EFECTOS BENEFICIOSOS DE LOS HONGOS EN EL JAMON CURADO

La poblacién fungica que coloniza la superficie del jamoén curado presenta diversas
actividades metabdlicas que pueden mejorar las caracteristicas sensoriales del producto
durante su maduracidon, un proceso que requiere la presencia de hongos, particularmente los
autdctonos, que determinan las caracteristicas especificas del producto asociadas a cada zona

de produccidn (Toledano y col., 2011). La calidad sensorial del jamdn esta condicionada por
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numerosos factores, entre los que se encuentran: pH, contenido en humedad, a,, potencial
redox, contenido de NaCl, lipdlisis y protedlisis (Buscailhon y Monin, 1994a y 1994b). Varios
estudios han puesto de manifiesto la capacidad proteolitica y lipolitica de algunas cepas
fungicas aisladas de la superficie del jamdén durante su maduracion, influyendo también en el
sabor, flavor y aroma del mismo (Bruna y col., 2003; Diaz y col., 1997; Ludemann y col., 2004,
Martin y col., 2001a y 2001b; Scolari y col., 2003; Sunesen y Stahnke, 2003; Visessanguan y
col., 2004; Zapelena y col., 1999). Generalmente la protedlisis en los productos carnicos se ha
asociado a la actividad de los enzimas presentes en el tejido muscular (Sarraga y col., 1993;
Toldra y col., 1996). Sin embargo, diversos trabajos han puesto de manifiesto que algunas
cepas de hongos aisladas en jamdén curado presentan una actividad proteolitica intensa tras su
inoculacidn en carne de cerdo estéril y productos carnicos madurados, produciendo un gran
incremento de aminodcidos libres transcurrido el periodo de incubacién (Rodriguez y col.,
1998; Martin y col., 2003, 2004a, 2004b). Algunos hongos en los que se ha comprobado la
presencia de actividad proteolitica son Penicillium chrysogenum y Debaryomyces hansenii,
(Martin y col., 2004a). También, Cérdoba y col. (1994) y Rodriguez y col. (1994) demostraron
dicha actividad por parte de P. chrysogenum al detectar un mayor incremento tanto de
aminodcidos libres como de ciertas aminas procedentes de la mencionada hidrdlisis proteica,
en las zonas superficiales de la pieza de jamdn curado. Del mismo modo, Toledano y col.
(2011) demostraron in vitro que ciertas cepas de P. chrysogenum desarrollan una elevada
actividad proteolitica frente a la miosina porcina. Nufez (1995) puso de manifiesto la
existencia de diversas cepas de P. chrysogenum que presentaban actividad aminopeptidasa,
especialmente frente a sustratos con metionina, por lo que quedé demostrado que la
poblacién fungica del jamén podria favorecer los cambios caracteristicos en los compuestos
nitrogenados. Sin duda estos compuestos nitrogenados desempefian un papel importante en
las propiedades sapidas del jamdn, contribuyendo al sabor amargo si predominan aminoacidos

hidrofdbicos o al sabor umami si predominan los acidos aspartico y glutamico (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacién entre sabores y estructuras aminoacidicas.

Acido: acido aspartico, acido glutamico, asparragina, histidina.
Amargo: anserina, carnosina, creatina, creatinina, hipoxantina.
Dulce: alanina, glicina, hidroxiprolina, prolina, serina, treonina.
Salado: aspartato, glutamato.

Fuente: Bello-Gutiérrez (2008)

Los cambios lipidicos que experimenta el producto durante el procesado, como la
lipdlisis y oxidacidon de acidos grasos libres, tienen también un gran impacto en la calidad
sensorial del producto final ya que, como resultado, se liberan numerosos productos que
desempenan un papel importante en la formacién del sabor y aroma caracteristico del jamon,
tales como aldehidos, alcoholes, cetonas y otros compuestos (Buscailhon y col., 1994a; Flores y
col., 1997; Marusic y col., 2011; Ordofiez y col., 1999). En este sentido, Selgas y col. (1999) y
Toledo y col. (1996) probaron que las lipasas producidas por la micobiota desarrollada en
superficie de embutidos curados y otros productos carnicos incrementaron los niveles de
acidos grasos libres en el producto. Del mismo modo, numerosos trabajos han descrito la
actividad lipolitica de diversas especies de Penicillium aisladas en productos carnicos (Alonso,
2004; Nuinez y col., 1995; Seitz, 1990; Trigueros y col., 1995). Las lipasas fungicas son activas a
una temperatura entre 15 y 25°C y una a,, de 0,95 a 0,85 (Magan y col., 1993), por lo que
podrian actuar en las condiciones que encuentran en el jamén a partir de la etapa de post-
salado. En este sentido, Toledo y col. (1996) observaron que los hongos pueden provocar un
incremento en la concentracién de acidos grasos libres en productos carnicos madurados.
También Nufez (1995) y Alonso (2004) observaron actividad lipolitica en cepas del género
Penicillium aisladas en embutidos y en jamdn, respectivamente. Del mismo modo, los hongos
también participan en los procesos oxidativos de los acidos grasos contribuyendo de forma
positiva a las caracteristicas organolépticas, mas concretamente al flavor, siempre que se
produzcan en proporciones moderadas, pero que pueden tener una incidencia negativa

cuando alcanzan los niveles de enranciamiento. (Tabla 4).
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Tabla 4. Influencia de los hongos y las levaduras en determinadas caracteristicas del jamdn.

Caracteristicas Efecto Levaduras Mohos

Color Disminucién del Eh en el interior ++ -
Destruccidn de perdxidos + +

Aroma Protedlisis + ++
Lipdlisis ++ ++
Retarda el enranciamiento + ++

Conservacién Competencia con microbiota natural - +++

Superficie Apariencia + +++
Proteccién frente a la luz y el oxigeno - +++
Regulacion de la maduracion + +++

Calidad sanitaria Prevencion de la presencia de - +++
micotoxinas

Fuente: Licke y Hechelmann (1987)
Simbologia: (-) Ausencia de efecto; (+) Intensidad leve; (++) Intensidad moderada; (+++) Intensidad elevada.

Por ello, los procesos de larga duracién proporcionan jamones con elevada intensidad
aromadtica, como consecuencia de la gran cantidad de compuestos volatiles formados, tanto en
la oxidacidn de los acidos grasos libres (sobre todo en la etapa de salado, reposo y primeros
dias de maduracion) como en la degradacién de los aminoacidos (en etapas mds avanzadas de
la maduracién) (Ayres y col., 1980; Buscailhon y col., 1993, 1994a y 1994b; Countron-Gambotti

y col., 1999; Flores y col., 1997; Toldra y col., 1996).

1.2.2. EFECTOS INDESEABLES DE LOS HONGOS EN EL JAMON CURADO: MICOTOXINAS
Entre los efectos perjudiciales atribuibles al desarrollo de mohos en la superficie de las
piezas destaca la produccion de micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios
producidos por hongos filamentosos, cuya ingestion, inhalacién o absorcién cutdnea origina
una respuesta toxica en el hombre y los animales (Frisvad y Thrane, 1996). Diversas
investigaciones han estudiado los efectos tdxicos causados por micotoxinas descritas en

productos carnicos (Tabla 5).



12

. INTRODUCCION

Tabla 5. Principales micotoxinas descritas en productos carnicos.

Micotoxina

Efectos téxicos’

IDA

Acido ciclopiazénico

Acido micofendlico’
Acido penicilico
Acido terréstrico
Acido viridico
Aflatoxina B1
Chaetoglobosina
Chantomegnina
Citrinina
Communesina
Esterigmatocistina

Fumonisina B2

Ocratoxina A

Patulina
Roquefortina C
Toxina PR

Verrucosidina

Hepatotdxico, toxicidad muscular y esplénica

Inmunodepresién

Citotdxico

Cardiotdxico

Toxicidad aguda

Carcinogénico (grupo 1), Citotoxico
Citotdxico

Hepatotoxicidad, Nefrotoxicidad
Citotodxico, Nefrotdxico

Citotodxico

Carcinogénico (grupo 2)

Carcinogénico (grupo 2), Cito-, Hepatotodxico

Carcinogénico (grupo 2), Teratogénico, Hepato-,

Nefrotdxico

Citotdxico

Neurotoxico

Inhibiciéon de ARN polimerasa

Convulsiones

10 pg/kg p.v. (Burdock y Flamm., 2000)

Minimo posible (FAO/WHO, 1999)

2 pg/kg p.v. (FAO/WHO., 2002)
14 ng/kg p.v. (FAO/WHO; 2007)

0,4 pg/kg p.v. (FAO/WHO, 1995)

'Efectos toxicoldgicos basados en Hussein y Brasel (2001), Bennet y Klich (2003), Frisvad y col. (2004) y evaluaciones
del riesgo carcinogénico en humanos realizadas por la International Agency for Research on Cancer (IARC), (1976,

1993, 2002).

2 . . 3T . . .
El acido micofendlico no estd catalogado como micotoxina.

3Calculado a partir de la ingesta semanal tolerable provisional (0,1 pg/kg p.v.),y por lo tanto, el limite es de ingesta

semanal acumulada.

Debido a su diversidad quimica, las micotoxinas pueden disolverse en las fases lipidicas

o acuosas de los alimentos y difundir al interior de ellos (Pitt, 2000) y, en consecuencia,

pueden ser encontradas en todo tipo de alimentos, entre los que destacan los productos

carnicos madurados. En este sentido, desde la década de los 70, se ha demostrado la

capacidad toxigénica de hongos aislados en productos carnicos madurados, como el jamdn

curado, salchichdn y el salami (Bullerman y col., 1969; Ciegler y col., 1973; Incze y col., 1976;

Leistner y Eckardt, 1979; Mintzlaf y col., 1972; Strzelecki y Badura, 1972; Strzelec y col., 1969;

Sutic y col., 1972; Wu y col., 1974), revisados posteriormente por Leistner y Eckardt (1981) y

Leistner (1984). Del mismo modo, Frisvad y col. (2004) concluyeron que la produccién de
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micotoxinas en productos cdrnicos es especifica de determinadas especies, especialmente
pertenecientes al género Penicillium. También se ha demostrado la capacidad de producir
micotoxinas por diversas especies del género Aspergillus, siendo sin embargo la toxicidad de
Eurotium spp. mas incierta (Frisvad y Thrane, 2002; Slack y col., 2009). En este sentido, la
deteccion de micotoxinas en productos cdrnicos tras la inoculacion de hongos toxigénicos ha
confirmado que el desarrollo de éstos en dichos productos puede ser un riesgo potencial para
la salud del consumidor (Leistner y Eckardt, 1981) (Tabla 6). Asi, varias investigaciones han
detectado la presencia de micotoxinas, principalmente ocratoxina A y acido ciclopiazdnico, en

productos carnicos durante su comercializacién (Tabla 7).

Tabla 6. Micotoxinas detectadas en productos carnicos tras la inoculacién de hongos toxigénicos.

Micotoxina Especies Producto Referencias
Acido ciclopiazénico P. viridicatum Jamodn curado Bailly y col., 2005
Aflatoxinas’ A. parasiticus Salchichas fermentadas Kivancy col., 1992

A. parasiticus Jamodn curado Rojas y col., 1991

A. flavus Salchichas fermentadas Kivancy col., 1992
Citrinina P. viridicatum Jamén curado Wuy col., 1974

P. citrinum Jamén curado Bailly y col., 2005
Ocratoxina A P. verrucosum Salchichas fermentadas Spottiy col., 1999 y 2001b

A. ochraceus Jamén curado Eschery col., 1973
Patulina P. expansum Salchichas fermentadas Alperdeny col., 1973
Esterigmatocistina A. versicolor Jamédn curado Halls y Ayres, 1973

'Suma de aflatoxinas B1, B2, Gly G2.
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Tabla 7. Micotoxinas detectadas en productos carnicos durante su comercializacion.

Micotoxina Producto Incidencia (%) Niveles Referencias

Acido ciclopiazénco  Salami 25 < 0,5 ug/kg Ostry y Polster, 1989
Jamon curado 50 pg/kg Bailly y col., 2005

Ocratoxina A Salchichas fermentadas 16 40 pg/kg Skrinjar y col., 1989
Salchichas fermentadas 50 0,01-0,27 ug/kg  Gareis y Scheuer, 2000
Salchichas fermentadas 47 0,006-0,4 ug/kg  Monaciy col., 2005
Tripa1 45 3-18 ug/kg lacumin y col., 2009
Jamédn curado 53 0,2-2 ug/kg Spottiy col., 2001b
Jamoén curado 83 0,2-2,3 ug/kg Chiavaro y col., 2002
Jamon curado 50 0,1-7,3 ug/kg Toscani y col., 2007
Jamodn curado 50 2-29,2 ug/kg Rodriguez y col., 2012
Paté 8 0,84-1,77 ug/kg  Jiménezy col., 2001

1Tripa de salchichas fermentadas, el interior del producto no contenia niveles detectables de OTA (limite de
detecciéon=0,1 pg/kg).

1.2.2.1. OCRATOXINA A

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida por algunas especies de hongos de
los géneros Aspergillus y Penicillium que crecen de manera natural en un gran numero de
productos alimenticios. La estructura quimica de la OTA consiste en una dihidroisocumarina
unida por el grupo carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina mediante un enlace amida
(Figura 2). Tiene efectos nefrotdxicos, teratogénicos, inmunodepresores y carcinogénicos
(Creppy, 1999; Kuiper—Goodman y Scott, 1989; O’Brien y Dietrich, 2005; Petzinger y Ziegler,
2000; Pfohl-Leszkowicz y col., 2002). De todos ellos destacan los dafios nefrotdxicos,
ampliamente demostrados en aves y mamiferos, siendo esta micotoxina la principal
responsable de la nefropatia porcina (Krogh, 1987; Pfohl-Leszkowicz y col., 2002). Asimismo, la
OTA podria ser responsable de la enfermedad conocida como nefropatia endémica de los
balcanes (BEN, del inglés Balcanic Endemic Nefropaty) (Mally y col., 2007; Pfohl-Leszkowicz y
col., 2002). Sin embargo, esto no esta suficientemente demostrado y también se han citado
otros posibles agentes etioldgicos como son la contaminacion con metales como el cadmio y el

plomo (Wedeen, 1991), la deficiencia de selenio (Maksimovic, 1991) y la infeccidon por
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bacterias o virus (Apostolov y Spasic, 1975). En relacién con los posibles efectos
carcinogénicos, en animales de experimentacion se ha asociado la OTA con la aparicién de
tumores en el tracto urinario (Pfohl-Leszkowicz y col., 2002) y se ha hipotetizado sobre su
papel en el cancer testicular (Schwartz, 2002). En humanos no se ha demostrado ningun efecto
carcinogénico pero, atendiendo a los datos anteriores, la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha clasificado la OTA como carcinégeno del grupo 2B,

donde se encuentran las sustancias carcindgenas potenciales.

OH 0
(0]
t\\\\C H 3
H
cl

Figura 2. Estructura quimica de la ocratoxina A.
Fuente: www.food-info.net

La presencia de OTA se ha descrito en multiples sustratos entre los que destacan los
productos derivados de cerdo y aves. Asi se ha detectado OTA en cereales (Pittet, 1998),
leguminosas (Domijan y col., 2005), uva y derivados (Battilani y Pietri, 2002; Cabafies y col.,
2002), café (Taniwaki y col., 2003), cacao y derivados (Mounjouenpou y col., 2008), leche de
vaca (Skaug, 1999) y productos carnicos de cerdo y aves (Canela y col., 1994; Curtui y col.,
2001; Gareis y Scheuer, 2000; Gareis y Wolff, 2000; Jiménez y col., 2001; Leistner y Eckardt,
1979; Lusky y col., 1994; Scott y col., 1991; Slayne, 2001; Van Egmond y Speijers, 1994).
Asimismo, también se ha detectado la presencia de OTA en productos cdrnicos madurados

(Tabla 7).



16

. INTRODUCCION

Las especies de hongos productores de OTA pertenecen a los géneros Penicillium y
Aspergillus. Dentro del género Aspergillus, A. ochraceus es la especie en la que se describid por
primera vez la produccion de OTA en 1965, por lo que es la mas conocida como productora.
Crece en un rango de temperaturas alto (12-37°C) y se asocia con climas calidos y tropicales.
Sin embargo, existen otras especies productoras como A. sulphureus, A. ostianus, A.
sclerotiorum, A. auricomus, A. melleus, A. petrakii y A. esclerotiorum (en el grupo de A.

ochraceus); A. alliaceus y A. albertensis (en la seccién Flavi) y las especies de la seccidn Nigri.

En el género Penicillum, Penicillium viridicatum fue la primera especie ocratoxigénica
descrita (Van Walbeek y col., 1969). Sin embargo, aunque durante los Ultimos afios diversos
autores han continuado citando a P. viridicatum como la principal especie ocratoxigénica (Aziz
y col., 1998; Czerwiecki y col., 2002; Hohler, 1998; Mantle y McHugh, 1993) en la actualidad
destaca principalmente Penicillium verrucosum (Castella y col., 2002; Cairns-Fuller y col., 2005;
Larsen y col., 2001; Lund y Frisvad., 2003). En este sentido, Spotti y col. (1999 y 2001a)
evaluaron la capacidad ocratoxigénica de P. verrucosum en salchichas fermentadas bajo
condiciones similares a las del proceso de elaboracion del producto, detectando la OTA en la
tripa y periferia del producto. Actualmente se considera la posible divisién de P. verrucosum en
dos especies ocratoxigénicas, P. verrucosum y Penicillium nordicum, ambas pertenecientes
serie Verrucosa de la seccidn Viridicata. En menor grado, otras especies de Penicillium se han

descrito como productoras de OTA (Tabla 8).
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Tabla 8. Especies de Penicillium productoras de OTA (diferentes de P. verrucosum y P. viridicatum)

Subgénero Especie Referencias bibliograficas
Aspergilloides P. glabrum Vazquez-Belda, 1995
P. frequentans Giridhar y Reddy, 1998 y 1997
P. purpurescens El-Bannay col., 1987; Krivobok y col., 1987; Leistner y Pitt,
1977; Lillehoj y Goransson, 1980
P. sclerotiorum Uenoy col., 1991
P. implicatum Uenoy col., 1991
P. montanense Uenoy col., 1991
Biverticillium P. rugulosum Giridhar y Reddy, 1997
P. funiculosum Giridhar y Reddy, 1997
P. variabile Aziz y col., 1998; Frisvad, 1985; Giridhar y Reddy, 1997;
Jiménez y col., 1986; Leistner y Pitt, 1977; Sanchis y col., 1982
P. pinophilum Battilani y Pietri, 2002
P. purpurogenum Giridhar y Reddy, 1997 y 2001; Ueno y col., 1991
P. verruculosum Lillehoj y Goransson, 1980; Ueno y col., 1991
Furcatum P. oxalicum Giridhar y Reddy, 1997 y 2001
P. citrinum Giridhar y Reddy, 1997 y 1998
P. canescens Giridhar y Reddy, 1997; Ueno y col., 1991
P. janczewskii Uenoy col., 1991
P. melinii Uenoy col., 1991
P. raistrickii Uenoy col., 1991
P. miczynskii Uenoy col., 1991
P. corylophilum Ueno y col., 1991
Penicillium P. atramentosum Bridge y col., 1989
P. aurantiogriseum Krivobok y col., 1995; Mills y col., 1989; Skrinjar y col., 1995
P. brevicumpactum Kozakiewicz y col., 1993
P. chrysogenum Czerwiecki y col., 2002; Krivobok y col., 1987; Leistner y Pitt,
1977; Mills y Abramson, 1982; Mills y col., 1989; Skrinjar y col.,
1992; Vazquez-Belda y col., 1995
P. commune Creppy y col., 1995; Skrinjar y col., 1992
P. cyclopium Czerwiecki y col., 2002; Leistner y Pitt, 1977; Mills y Abramson,
1982; Northolt y col., 1979; Vazquez-Belda y col., 1995
P. expansum Bridge y col., 1989; Kozakiewicz y col., 1993; Krivobok y col.,
1987; Mills y col., 1989
P. glandicola Abramson y col., 1992
P. griseofulvum Giridhar y Reddy, 1997; Mantle y McHugh, 1993
P. nordicum Land y Hult, 1987; Larsen y col., 2001
P. palitans Sanchis y col., 1982; Scott y col., 1972
P. solitum Bridge y col., 1989; Mantle y McHugh, 1993
P. verrucosum var. Cyclopium Skrinjar y col., 1992
P. verrucosum Larseny col., 2001
P. viridicatum Frisvad, 1981; Frisvad y Filtenborg, 1983 y 1989; Pitt, 1987

Entre las especies fungicas productoras de OTA que mas interés tienen en la

contaminacidon de jamones y carnes curadas se encuentran P. verrucosum, Penicillium

nordicum, Penicillium nalgiovense y Aspergillus ochraceus, las cuales han sido aisladas a partir

de estos productos y han mostrado su potencial toxigénico en numerosos trabajos. Asi, en el

estudio realizado por Martin y col. (2004b), en el que se testaron 20 cepas fungicas aisladas

habitualmente en productos cérnicos curados, se mostré que el 50% de dichas cepas era
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potencialmente productor de micotoxinas. Del mismo modo, lacumin y col. (2012)
identificaron cepas de A. ochraceus productoras de OTA. Otros investigadores habian
demostrado con anterioridad la produccion de ocratoxinas A y B por A. ochraceus (Escher y
col., 1973), todos ellos aislados de jamdn curado. En jamdn ibérico, Nufiez y col. (1996)
pusieron de manifiesto una elevada incidencia de cepas toxigénicas; del total de cepas aisladas
seleccionaron 59 para investigar su posible potencial toxigénico, de las cuales el 54% mostré
toxicidad pasadas 24 horas de incubacién y el 76% pasadas 48 horas. Estas cepas pertenecian
fundamentalmente a los géneros Aspergillus spp., Eurotium spp. y Penicillium spp. aislados
sobre todo al final del proceso de curado. En ltalia, Battilani y col. (2007) identificaron la
poblacién fungica de varias plantas de produccién de jamadn italiano, tanto en el ambiente de
las cdmaras de maduracién y envejecimiento como en las piezas existentes en las mismas. El
género mayoritario fue Penicillium dentro del cual dominaron las especies P. nalgiovense y P.
nordicum. Tras estudiar la capacidad de producir OTA por P. nordicum se concluyé que el 50%
de los aislados tenian dicha capacidad. Este descubrimiento podria justificar el hallazgo
encontrado en otros estudios en los que se detectd OTA en jamdn (Escher y col., 1973; Pietri y
col., 2006; Spotti y col., 2001a), algunos de ellos superando los limites maximos que estaban
regulados por la legislacion italiana (1ug/kg). Tras el estudio de otros productos carnicos
curados Bogs y col. (2006) pusieron de manifiesto la presencia de hongos productores de OT A
al detectar un 11% de cepas productoras de P. nordicum en la superficie de estas carnes. En
cambio, la investigacion llevada a cabo por lacumin y col. (2009), centrada en salchichas secas
producidas industrialmente, obtuvo unos resultados sorprendentes, al detectar la presencia de

OTA en un 45 %, con concentraciones de 3 a 18 pg/Kg.
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1.2.2.2. ACIDO CICLOPIAZONICO

El acido ciclopiazénico (CPA), quimicamente clasificado como un indol del acido
tetramico (CyoH,oN,03) (Figura 3), es una micotoxina cuyo nombre proviene de la primera
especie donde se aisld Penicillium cyclopium Westing. El CPA es un inhibidor especifico del
enzima ATP-asa calcio-dependiente, el cual es toxico para hombre y animales (Riley y Coeger,
1992). Ha estado implicado en dos micotoxicosis agudas en humanos: “koudua poisoning”
(Rao y Husain, 1985), en la que se producen nauseas y mareos y “Turkey disease X", en la cual
el CPA causa neurotoxicidad caracterizada por opistétonos, catalepsia, hipotermia y sedacion

(Blount, 1961).

OH

CH,

Figura 3. Estructura quimica del acido cliclopiazénico

Fuente: www.food-info.net

Numerosas especies de Penicillium y Aspegillus han presentado capacidad para
biosintetizar CPA (Cole, 1984; Dorner y col., 1984; Frisvad, 1989; Trucksess y col., 1987).
Dentro del género Penicillium, el principal productor de esta micotoxina es Penicillium
commune, el cual ha sido aislado de jamdn curado y otros productos cdrnicos (Baily y col.,
2005; Lépez-Diaz y col., 2001; Moldes-Anaya y col., 2009; Nuiiez y col., 2007; Soriano del
Castillo, 2007). Del mismo modo, se han aislado cepas de P. commune productoras de CPA en

el ambiente de camaras de procesado de carnes. Algunas de estas cepas producian la
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micotoxina en concentraciones de 188 ppm (Kozlovsky y col., 2014). Diversos trabajos han

estudiado las condiciones requeridas para la produccién de CPA por P. commune. Asi, Ggaleni

y col. (1996) reportaron que la relacion éptima de a,, y temperatura era de 0,98 a,/20°C,

llegando a detectar esta toxina en concentraciones de hasta 7678,0 ng/ g. Del mismo modo,

Sosay col. (2002) demostraron que las condiciones éptimas para producir CPA por cepas de P.

commune aisladas de jamén curado eran de 302C vy a,, de 0,96, condiciones que se reproducen

durante la etapa de estufaje, mientras que su producciéon disminuia con valores de a,

inferiores a 0,90. Ademds de P. commune y P. cyclopium, otras especies son productoras de

CPA como Penicillium brevicompactum, Penicillium camemberti, Penicillium dipodomyicola,

Penicillium griseofulvum y Penicillium palitans (Tabla 9).

Tabla 9. Especies de Penicillium productoras de CPA

Subgénero  Especie

Referencias bibliograficas

Furcatum P.

o2 2~ B e B v

P.
P.

miczynskii

P. aurantiogriseum
P.
P. camemberti

brevicumpactum

. chrysogenum
. commune

. crustosum

. cyclopium

. dipodomyicola
. expansum

. griseofulvum

palitans

solitum

P.viridicatum

Houbraken y col., 2011

Finoliy col., 1999; Ostry y Polster, 1989

Frisvad y col., 2000; S¢rensen y col., 2008

Bockelmanny col., 1999; Bullerman, 1997; Frisvad, 1986; Frisvad y col., 2000; Frisvad y
Thrane, 1996; Geisen y col., 1990; Hill y col., 1986; Holzapfel, 1968; Le Bars, 1979; Lund,
1995; Mantle, 1991; Moss, 1991; Nishi y col., 1985; Pitt, 1997; Polonelli y col., 1987;
Sanchez y col., 2008; Taniwaki y col., 2001

Bullerman 1997; Mantle, 1991; Moss, 1991

Bullerman 1997; Finoliy col., 1999; Frisvad, 1986; Frisvad y Thrane, 1996; Gqaleniy col.,
1996; Lopez-Diaz y col., 2001; Lund, 1995; Mantle, 1991; Moldes-Anayay col., 2009;
Moss, 1991; Nuiez y col., 2007; Ostry y Polster, 1989; Pitt, 1997; Polonelliy col., 1987;
Sanchez y col., 2008; Soriano del Castillo, 2007; Sosa y col., 2002

Frisvad y Filtenborg, 1989

Holzapfel, 1968; Neethling y McGrath, 1977

Frisvad y col., 2000; Frisvad y , 2004

Finoliy col., 1999;

Bullerman 1997; Frisvad y Filtenborg, 1983; Frisvad y col., 2000; Frisvad y Samson, 2004;
Frisvad y Thrane, 1996; Galvalisi y col., 2012; Mantle, 1991; Moss, 1991; Pitt, 1997;
Sanchez y col., 2008

Frisvad, 1986; Frisvad y col., 2000; Polonelli y col., 1987; Sdnchez y col., 2008; Sorensen y
col., 2008

Frisvad, 1986; Polonelliy col., 1987

Bullerman 1997; Leistner y Pitt, 1977; Mantle, 1991; Moss, 1991; Pitt, 1997; Tabucy col.,
2004

La presencia de CPA se ha descrito en multiples sustratos: queso (Finoli y col., 1999;

Pitt y col., 1986), cacahuete (Horn y Dorner, 1999), maiz (Mansfield y col., 2007; Resnik y col.,
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1996), leche de vaca (Dorner y col., 1994; Oliveira y col., 2006; Prasongsidh, 1998), huevos
(Dorner y col., 1994), carne (Ostry y Polster, 1989), salami (Ostry y Polster, 1989) y productos
carnicos curados (Leistner, 1984; Leistner y Eckardt, 1981). Asimismo, la Tabla 7 muestra los

estudios que han detectado la presencia de CPA en productos carnicos madurados.

1.3. DETECCION Y CONTROL DE OTA Y CPA EN JAMON CURADO

Uno de los aspectos fundamentales para llevar a cabo el control de micotoxinas en el
jamon curado es la capacidad de deteccidn analitica del compuesto. De forma general, las
micotoxinas presentan una distribucién poco uniforme en los alimentos y, dado su bajo peso
molecular, pueden difundir hacia el interior de los mismos (Pitt, 2000). La capacidad de
difundir en los productos carnicos depende de las propiedades quimicas de la toxina, como la
polaridad y la carga, asi como de las propiedades quimicas y fisicas del producto carnico, como
el pH, la actividad de agua y la distribucidn de grasa (Leistner y Eckardt, 1981). En este sentido,
diversos trabajos han demostrado la capacidad de la OTA para difundir hacia el interior del
jamoén curado y otros productos carnicos (Escher y col., 1973; Incze y col., 1976; Spotti y col.,
1999 y 2001a). Por ello, para investigar la presencia de micotoxinas el método de muestreo
debe ser representativo y, previo a la extraccidn de la toxina fungica con disolventes organicos,
es necesario homogeneizar cuidadosamente la muestra. Por otra parte, la alta complejidad de
los productos carnicos, donde se encuentran presentes cantidades importantes de proteinas,
lipidos, agua, hidratos de carbono y otros componentes minoritarios, requiere una purificacion
para eliminar las sustancias interferentes y aumentar la concentracién de la micotoxina en el
extracto obtenido. Asi, después de la extraccidon con disolventes es importante llevar a cabo
una etapa de purificacion que permita obtener cromatogramas mds limpios. En algunos
métodos el extracto obtenido se lava una o mas veces con isooctano para eliminar los lipidos

presentes en la muestra (Gimeno y Martins, 1982).
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Los métodos analiticos para determinar micotoxinas en alimentos han sido
actualizados recientemente en diversos trabajos (Andrade y col., 2014; Cigic y Prosen, 2009;
Krska y col., 2008; Pleadin y col., 2013; Turner y col., 2009; Zo6llner y Mayer-Helm, 2006).
Inicialmente, los métodos utilizados en la detecciéon de micotoxinas en productos carnicos se
basaban en la extraccidn con solventes organicos y cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer
Chromatography) mediante placas de gel de silice con indicador de fluorescencia o
ultravioleta, segun la micotoxina a determinar (Alperden y col., 1973; Escher y col., 1973; Wu y
col., 1974). Sin embargo, aunque la TLC es una técnica que continla siendo adecuada para
realizar analiticas rutinarias de bajo coste, debido a que no precisa de un equipamiento
excesivamente caro, su limite de deteccidn es demasiado elevado para la deteccién trazas, por
lo que esta técnica se utiliza principalmente como método de cribado o screening en un
numero limitado de muestras (Bailly y col., 2005). En la actualidad, los métodos para
determinar micotoxinas estdn basados principalmente en la cromatografia liquida de alta
resolucidn (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), debido principalmente a su alta
sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y a que puede ser facilmente automatizado. Del
mismo modo, el HPLC tiene unas recuperaciones superiores al 90%. Por ello, este método
analitico ha sido aceptado como método oficial por la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales (Association of Official Analytical Chemists, AOAC International) para Ia
determinacion de micotoxinas en alimentos. El limite de deteccidon de esta técnica es de 0,14

ng/g para la OTA y 0,01 ug/g para el CPA (Finoli y col., 1999; Matrella y col., 2006).

Para la deteccién y cuantificacion de OTA y CPA mediante HPLC generalmente se usan
columnas de fase reversa. Debido a las caracteristicas ligeramente acidas de estas micotoxinas,
la fase movil empleada en el HPLC de fase reversa debe ser acida para evitar una adsorciéon
inespecifica a la columna. En la mayoria de los casos se usan mezclas de acetonitrilo o metanol
con acido acético diluido o acido fosfdrico, generalmente en una elucién isocratica. La

utilizacion de acetonitrilo es mas frecuente debido a que las mezclas de éste con agua tienen
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una menor viscosidad y mejor eficacia en la separacidn que las mezclas de metanol con agua.
Para la deteccién de OTA se utiliza un detector de fluorescencia con longitudes de onda de
excitacion y emisién de 330 nm y 460 nmn, respectivamente, siendo éste el método mas
utilizado en estudios realizados para determinar OTA en carne (Chiavaro y col., 2002; Gareis y
Scheuer, 2000; Monaci y col., 2005; Toscani y col., 2007). Para la deteccién de CPA se mide el
espectro de ultravioleta visible desde 200 a 400 nm (Hayashi y Yoshizawa 2005; Urano vy col.,

1992).

Por otro lado, los métodos inmunohistoquimicos para la deteccion de OTA han
recibido una gran aceptacién debido a su alta sensibilidad y especificidad y la posibilidad de
analizar un gran nimero de muestras en un corto periodo de tiempo. Desde la descripcién del
primer ELISA para la deteccion de OTA en 1981 (Kuiper-Goodman y Scott, 1989), se han puesto
a punto diversos métodos ELISA y RIA para la deteccién de OTA en cereales (Abouzied y col.,
2002; Barna-Vetrd y col., 1996), sangre (Solti y col., 1999; Ueno y col., 1998), productos
carnicos (Wilson y col., 1998) y rifion (Clarke y col., 1994; Frohlich y col.,, 1997) y suero
porcinos (Ueno y col, 1991). Sin embargo, en la actualidad no existen Kkits

inmunohistoquimicos para la determinacién de CPA en alimentos.

La incidencia de micotoxinas en productos alimenticios ha permanecido estable
durante los uUltimos afos. En los informes anuales que elabora el RASFF (RASFF: “Rapid Alert
System for Food and Feed”) desde 2002, este peligro siempre supone una de las categorias de
riesgo con mayor numero de notificaciones, en torno a un 20% del total. Asi, durante el afio
2012 se produjeron un total de 2604 notificaciones, 405 de las cuales estaban relacionadas con
micotoxinas (RASFF, 2013). No obstante, a pesar de que estos datos suponen un elevado
porcentaje, ninguna de estas notificaciones estaba relacionada con carnes o productos
carnicos (Figura 4). Este hecho resulta sin embargo previsible, ya que el plan de vigilancia de

micotoxinas en alimentos realizada por las Autoridades Sanitarias no incluye el muestreo de
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carnes y productos cdrnicos, debido a que la presencia de micotoxinas en estos productos se
atribuye a la alimentacién de los animales con piensos contaminados, lo que conlleva a la
acumulacidn de la toxina en musculo, sangre, grasa y diferentes drganos (Gareis y Wolff, 2000;
Petzinger y Weidenbach, 2002). Asi, en la actualidad el control de las micotoxicosis por
ingestion de productos carnicos se basa principalmente en la vigilancia sanitaria en la etapa de
produccién primaria, investigando la presencia de micotoxinas en piensos. En este sentido, a
pesar de que existen multiples investigaciones que han puesto de manifiesto tanto la
presencia de hongos toxigénicos como de toxinas fungicas en productos cdrnicos, no existe
legislacién europea a dia de hoy que regule los contenidos maximos permisibles de
micotoxinas en estos productos. Sin embargo, aunque en la actualidad estd derogada (Ley
Omnibus 25/2009), Italia contaba ya desde el afio 1999 con una legislacién especifica que

regula la presencia de OTA en productos carnicos, estableciendo como limite maximo 1ug/Kg.

Aditivos

3%

Residuos \

veterinarios

4%

Cuerpos
extrafios
1%

Cereales Otros?
Piensos 6% 4%
9% __
Especias _—,
10%

Frutasy
verduras
17%

Figura 4. Notificaciones de alertas alimentarias de miembros del RASFF en 2013 (RASFF, 2013).

'Otros peligros notificados: OMG (Organismos Modificados Genéticamente), alérgenos, biocontaminantes, biotoxinas,

contaminantes quimicos, migraciones y parasitos.
2 . 7 . 3T
Otros alimentos: Leche y productos lacteos, bebidas no alcohélicas y snacks.
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Aunque apenas se dispone de informacién sobre la importancia de la ingesta de OTA,
CPA y otras micotoxinas a partir de carnes curadas, dada la gran cantidad de hongos
productores que se han aislado en jamones y otras productos curados se estima que ésta
pueda ser importante (Battilani y col., 2007). Por ello, en futuras revisiones del Reglamento
(CE) N2 1881/2006, por el que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en
los productos alimenticios, estd previsto el establecimiento de un contenido maximo para la

OTA en productos carnicos. Sin embargo, en dicho reglamento no se contempla el CPA.

Por todo ello es necesario destacar que el control de micotoxinas en productos
carnicos curados no debe realizarse sélo a nivel de produccién primaria, ya que durante la
etapa de maduracidon del producto interviene una abundante micoflora, perteneciente
fundamentalmente a los géneros Penicillium, Aspergillus y Eurotium, que incluyen multiples
especies toxigénicas (Battilani y col., 2007). Asi, aunque estos hongos contribuyen a la
maduracién de los productos curados, si se trata de cepas micotoxigénicas podrian contaminar

estos alimentos.

En este sentido, para alcanzar los requerimientos de calidad y seguridad en algunos
productos carnicos, como los embutidos crudo-curados, se suelen inocular cultivos iniciadores
o “starters” que, por su velocidad de crecimiento, la utilizacidon de nutrientes o la liberacién de
sustancias inhibidoras, compiten con otros microorganismos alterantes o que pueden afectar a
la salubridad del producto. Sin embargo, en la actualidad la elaboracidn del jamén curado es
todavia un proceso lento y artesanal en el que no se emplean este tipo de cultivos, siendo los
hongos presentes en las camaras de secado los que colonizan el producto durante su
maduracién (Battilani y col., 2007; S¢rensen y col., 2008). Asi, la biota flungica presente en el
jamoén esta compuesta por hongos heterogéneos, entre los que pueden encontrarse
microorganismos indeseables que pueden conducir a serios problemas para el productor y/o el

consumidor.
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Por otro lado, no existen métodos de descontaminacion eficaces, por lo que una vez
producida la micotoxina ésta permanece en el producto aunque se elimine el micelio fungico.
Asimismo, los procedimientos de limpieza y desinfeccidon de los secaderos no contemplan la
descontaminacion del ambiente de las cdmaras mediante productos fungicidas debido a su
poca efectividad real por la elevada cantidad de esporas que producen los hongos y a su
inespecificidad, que evitaria la contribucién beneficiosa que algunas de estas especies ejercen

en las propiedades sensoriales del jamon curado.

Por todo ello, para minimizar los riesgos derivados del desarrollo fungico sobre la
superficie de los productos cdrnicos y controlar la formacién de micotoxinas, ademas del
control de piensos, es necesario controlar la biota fungica presente durante el proceso de
maduracidn, prestando especial atencion a su capacidad toxigénica (Nufiez y col., 1996). Para
llevar a cabo dicho control es de vital importancia caracterizar los hongos presentes en el
producto, es decir, identificarlos y evaluar los posibles efectos adversos o beneficiosos que

éstos pueden producir en el jamon curado.

1.4. TAXONOMIA E IDENTIFICACION DE HONGOS DEL GENERO PENICILLIUM

Las especies de Penicillium son consideradas como contaminantes habituales de
diferentes substratos y pueden presentar capacidad para producir diferentes micotoxinas,
entre las que se encuentra la OTA y el CPA. Estos hongos filamentosos forman colonias que
crecen generalmente de manera rapida, estan formadas por densas agrupaciones de
conidiéforos y la mayoria presentan coloraciones verdosas (Figura 5A). La textura de las
colonias es un aspecto a tener en cuenta en su identificacién. Esta puede ser aterciopelada,
lanosa, funicolosa o fasciculada, y depende de la disposicion de los conidiéforos. La estructura
de reproduccidon asexual caracteristica de Penicillium es un conidiéforo en una estructura

ramificada semejante a un pincel o penicilio. Este pincel puede estar formado por diversas



27

. INTRODUCCION

estructuras que reciben nombres distintos segun su localizacién y complejidad (métulas,
ramas, etc.) y que sustentan en la parte mas apical un conjunto de fidlides. Las fidlides o
células conididgenas poseen forma de botella (7-12um) y dan lugar a las esporas o conidios
(2,5-4um). Estas son lisas, elipsoidales, generalmente de color verde y aparecen formando
cadenas, no ramificadas, donde la espora mds joven se sitla en la base de la cadena y la mas
madura en su extremo (Figura 5B). La morfologia de los conidiéforos determina la primera

divisién taxondmica del género en 4 subgéneros diferentes: Aspergilloides, Biverticillium,

Penicillium y Furcatum. Para determinar a qué subgénero pertenece un aislamiento se debe

contar el nimero de puntos de ramificacién entre la fidlide (o cadena de conidios) y la estipe.
Las diferentes morfologias que pueden presentar los conidiéforos son: monoverticilados (un
Unico verticilio de fidlides, caracteristico del subgénero Aspergilloides), biverticilado
(morfologia propia del subgénero Biverticillium, presentan fidlides y métulas), teverticilados
(poseen fidlides, métulas y ramas, caracteristico del subgénero Penicillium) y cuaverticilados (3

0 mas puntos de ramificacion, propio del subgénero Furcatum).

Métula

Rama
Estipe

Figura 5. A) Cultivo de Penicillium B) Representacion de las partes del conidiéforo del género Penicillium.

Para identificar las especies del género Penicillium se suelen utilizar las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias crecidas en diferentes medios de cultivo y temperaturas de

incubacidn, asi como sus caracteristicas microscépicas. Los medios de cultivo y temperaturas
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de incubacién que se utilizan son el Agar Czapek (Czapek-Dox extract Agar, Cz) a 5, 25y 37°C,
el agar Extracto de Malta (Malt Extract Agar, MEA) a 25°C y el agar Extracto de Malta al 2%
(Malt Extract Agar 2%, ME2) a 25°C (Pitt, 1973; Pitt, 1993; Pitt y Hocking, 1997; Samson y Pitt,
2000; Samson y Frisvad, 2004). Otras pruebas fisioldgicas y de cultivo utilizadas para facilitar la
identificacion de las cepas de este género, y fundamentalmente las pertenecientes al
subgénero Penicillium, incluyen la utilizacion de medios con creatina como fuente de
nitrégeno, como lo son el medio agar creatina (Creatine Agar, CREA) o el medio neutro
creatina sacarosa (Neutral Creatine Sucrose Agar, CSN) (Frisvad 1981, 1985 y 1993). En dichos
medios de cultivo se evalla la variabilidad existente entre las diferentes especies en cuanto a
la capacidad de crecimiento y produccién de diferente coloracién del medio, segun la
formacién de acido o alcali a partir de la sacarosa y la creatina, respectivamente. También se
puede utilizar el reactivo de Ehrlich que permite detectar sobre una porcidn del cultivo la
formacién de indol o sus metabolitos como el acido ciclopiazénico, quetoglobosina C, etc.
(Lund, 1995). Asimismo, la utilizacién de otros criterios basados en quimiotaxonomia permiten
detectar el perfil de metabolitos secundarios producidos por las cepas para facilitar su
identificacién (Samson y Frisvad, 2004; Soriano del Castillo, 2007). Asi, Ciegler y col. (1973 y
1981) estudiaron la produccién de micotoxinas como valor taxonédmico para la clasificacién de
cepas de P. viridicatum en diferentes subgrupos. Finalmente, otra de las caracteristicas
fisioldgicas a las que se le ha propuesto su utilizacidn con fin taxondmico es la produccion de
enzimas por las diferentes especies del género. En este sentido, diversos estudios obtuvieron
resultados prometedores, al seguir patrones similares al de las especies descritas por Pitt en

1979 (Bridge y Hawksworth, 1984; Cruickshank y Pitt, 1987; Paterson y col., 1989).

Las especies de Penicillium productoras de OTA y CPA pertenecen principalmente al
subgénero Penicillium al presentar conidiéforos teverticilados (Figura 6). Todos ellos producen
una gran cantidad de esporas, a partir del 5-72 dia de crecimiento, y a menudo sus

conidiéforos aparecen agrupados formando fasciculos. Sin embargo a este subgénero
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pertenecen especies muy diversas, filogenética y ecoldégicamente distintas, que han sido
aisladas a partir de numerosos estratos como plantas, algas, animales, materiales procesados,

viviendas de hombres y animales, etc.

A B C

Figura 6. Colonia (A) y conidioforo (B y C) de Penicillium subgénero Penicillium.

El subgénero Penicillium estd formado por 6 secciones: Coronata, Roqueforti,
Chrysogena, Penicillium, Digitata y Viridicata que a su vez estan divididas en diferentes series.
Asi, la seccién Coronata estd formada por la serie Olsonii cuya caracteristica principal es la
formacién de colonias de aspecto compacto con largos conidiéforos. La seccidon Roqueforti,
formada por la serie Roqueforti, se caracteriza por presentar una elevada resistencia al acido
propidnico, acido lactico y otros acidos, lo que convierte a los hongos pertenecientes a esta
seccion en especies capaces de competir en su crecimiento con las bacterias acido lacticas. Por
otro lado, la seccién Chrysogena se caracteriza por presentar conididforos cortos y amplios y
una rapida velocidad de crecimiento, mas acusado a temperaturas de 30°C, y estd compuesta
por las series Chrysogena, Mononematosa, Aethiopica y Persicina. Sin embargo, la seccion
Penicillium, formada por las series Expansa, Urticicolae, Claviformia, Italica y Gladioli, engloba
diferentes morfologias de conidios al ser éstos lisos, amurallados y elipsoidales en la mayoria
de sus especies, excepto en P. marinum y P. gladioli, los cuales presentan conidios con forma

globosa o subglobosa. Por el contrario la seccidn Digitata, cuyo Unico representante es P.
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digitatum de la serie Digitata, presenta morfologias conidiales y conidiéforos irregulares y
excepcionalmente largos en comparacién con otros Penicillium. Finalmente, la seccidn
Viridicata esta formada por las series Viridicata, Corymbifera, Verrucosa, Camamberti y Solita

(Samson y col., 2004a; Samson y Frisvad, 2004).

Cabe sefialar que dentro de las series Viridicata y Verrucosa se clasifican casi la
totalidad de los hongos con capacidad para producir OTA (P. verrucosum, P. nordicum vy
Penicillium polonicum entre otros) y dentro de la serie Camemberti casi la totalidad de hongos
productores de CPA (P. commune y P. camemberti). Los hongos de la serie Camemberti se
caracterizan por formar colonias aterciopeladas, con esporulacion moderada de colores azules
o verdes grisdceos y con estipes mas o menos rugosos; crecen abundantemente en medios con
creatina, donde dan lugar a la formacién de acido y base, y presentan la reaccién positiva
frente al reactivo de Ehrlich. Las series Viridicata y Verrucosa se caracterizan por presentar un
crecimiento rapido, aunque éste es limitado en los de la serie Verrucosa al formar colonias en
general por debajo de los 25 mm de diametro, y formar colonias con textura de granular a
algodonosa con coloraciones variables, desde blanco a verde muy oscuro en el anverso y
colores claros, amarillo o cremoso, en el reverso. Los hongos de la serie Verrucosa, P. nordicum
y P. verrucosum pueden crecer en medios ricos en nitratos (aprovechandolos como Unica
fuente de nitrégeno), pero crecen débilmente si la fuente de nitrégeno es la creatina.
Inicialmente estas especies se consideraban una sola al no existir diferencias en la morfologia
de las colonias ni en su aspecto microscdpico. Posteriormente, éstas se dividieron
taxondmicamente en dos especies ocratoxigénicas al encontrar diferencias en ciertos aspectos
quimiotaxondémicos y molecualres (Larsen y col., 2001). Asi, P. verrucosum es la Unica especie,
dentro de la serie Verrucosa, capaz de producir verrucina y un pigmento rojo-marrén sobre

ciertos medios de cultivo, lo que le diferencia de P. nordicum.
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No obstante, cabe destacar que se han encontrado muchas especies con capacidad de
producir OTA pertenecientes también a los otros tres subgéneros de Penicillium. Este hecho no
debe sorprender, puesto que este género fungico presenta una verdadera complejidad
taxondmica y dificultad en la identificacién de sus especies (Mossel, 1983). Asi pues, la gran
variedad fenotipica existente da lugar a valores intermedios en los caracteres morfoldgicos y
de cultivo, que hacen dificil su identificacién. Ademas, la forma y tamano de los conidios, uno
de los datos morfolégicos mas usados por su gran utilidad en la diferenciacién de algunas
especies, no es determinante en muchas de ellas. Por lo tanto, las técnicas clasicas de
deteccion de hongos, basadas en el aislamiento y posterior identificacion del hongo mediante
pruebas morfolégicas y fisioldgicas clasicas, llevan varias semanas de trabajo y, en muchas

ocasiones, no ofrecen resultados concluyentes, implicando un coste importante.

En la actualidad se han incorporado nuevas técnicas que nos permiten disponer de un
mayor numero de caracteres, que pueden ser utilizadas en la identificacion de las especies del
género Penicillium. Los métodos moleculares basados en la amplificacion en cadena de la
polimerasa (PCR por las siglas en inglés de “polymerase chain reaction”) constituyen una
buena alternativa por su sensibilidad, rapidez y fiabilidad de resultados y son, por tanto, la
metodologia empleada en la actualidad en la gran mayoria de estudios. Las técnicas
moleculares en general, y sobre todo las basadas en acidos nucleicos como la PCR, han
aportado nuevas herramientas para resolver los problemas de identificacion de la taxonomia
cldsica. Aunque la obtencidn de grandes cantidades de determinadas secuencias de acidos
nucleicos era muy laboriosa en el pasado, hoy en dia, el proceso tarda unas pocas horas
gracias a los termocicladores actuales. La amplificacién por PCR utiliza como reactivos bdsicos
las 4 bases del ADN: adenina, guanina, timina y citosina (en sus formas de nucledsido trifosfato
dNTPs: dATP, dGTP, dTGP y dCTP), una polimerasa que funciona a altas temperaturas (Taq
polimerasa) y un par de oligonucleétidos, denominados primers, que delimitan la regidn a

amplificar. Existen diferentes genes diana a amplificar para la identificacién de los hongos. Los
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genes diana de copia Unica (por ejemplo, genes que codifican calmodulina, actina o quitina
sintasa) son altamente especie-especificos, pero pueden no llegar a ser lo suficientemente
sensibles para detectar una baja concentracién del hongo. Por lo contrario, los genes
multicopia presentan una sensibilidad mds elevada, debido a que el gen o genes diana van a
estar en mayor cantidad en la muestra. Los mas utilizados dentro de esta ultima categoria son
el grupo de genes del ADN ribosomal (ADNr), dentro de los cuales destaca el empleo de las

regiones ITS (ITS1y ITS2).

El DNA ribosomal (ADNr) nuclear de los organismos eucariotas esta formado por varios
cientos de copias repetidas en tdndem de una unidad de transcripcidon, mas varios espacios
adyacentes no transcritos. Dentro de la unidad transcripcional se encuentran los genes que
codifican para los ARNs 18S, 5,8S, y 28S, mas dos espacios transcritos internos que separan
estos genes, denominados ITS1 e ITS2. Los espacios adyacentes a la unidad transcripcional
contienen dos zonas espaciadoras. La primera de ellas es el espaciador transcrito externo
(ETS), que estd localizado “upstream” del gen 18S y contiene sefales de parada de la
transcripcién. La segunda es un espaciador no trancrito (NTS), o también llamado espaciador
intergénico (IGS), y se encuentra separando cada una de la copias de unidad de transcripcion

(Figura 7).

ITS1 ITS2 ADNF
—l h
ITS5 , 1154
650 pb
Figura 7. Genes del ribosoma que codifican para los ARNr 18S, 5.8S y 28S, y espaciadores internos ITS1 e
ITS2.

Una de las razones mas importantes por las que el empleo del ADNr se considera
especialmente util en estudios taxondmicos y filogenéticos, es la desigual evolucién que

presentan las diferentes regiones que lo componen, o dicho de otra forma, la tasa de
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sustitucidn nucleotidica presenta ritmos diferentes en las distintas especies. La eleccién de la
region de estudio es quizds el paso mas critico. Los criterios seguidos para seleccionar entre
regiones conservadas o regiones variables dependen del interés de cada caso particular. Asi, la
subunidad pequefia (18S) es la que representa una tasa de evolucién mas baja y seria util para
el estudio de organismos muy divergentes. La subunidad grande (28S) muestra una tasa de
evolucion mas rapida que la anterior, presentando algunas regiones concretas con mayor
variabilidad, que pueden utilizarse para discriminar entre especies. El gen 5,85 muestra una
variabilidad parecida a la subunidad pequefia, pero su menor tamafio dificulta el estudio de
organismos muy divergentes. Por ultimo, las zonas espaciadoras son las mas variables y son de

utilidad para el estudio de organismos que se encuentran préximos en la filogenia.

Entre las regiones espaciadoras mas utilizadas se encuentran las regiones intergénicas
ITS1 e ITS2. La variabilidad que se encuentra en estas regiones puede usarse para discriminar
tanto entre especies préximas, como entre variedades de la misma especie. Ademas, la
amplificacidon por PCR de estas regiones se encuentra facilitada no sélo por su presencia en
multiples copias, sino también por la proximidad de las regiones conservadas, a partir de las
cuales se pueden disefiar los oligonucledtidos necesarios para actuar como primers o
cebadores (Bruns y Shefferson, 2004; Nilsson y Ehrenberg, 2008). De este modo, tomando
como base secuencias conservadas de los genes 18S y 28S respectivamente, White y col.
(1990), desarrollaron una pareja de oligonucleétidos denominados ITS1 e ITS4 para amplificar
por PCR estas regiones, mas el gen que codifica para el RNA 5,8S. Mediante el empleo de estos
oligonocledtidos se ha amplificado las regiones ITS de diferentes hongos filamentosos, y sus
secuencias han servido para el estudio de las relaciones filogenéticas entre especies dentro de
distintos géneros como Phytophthora (Lee y Taylor, 1992), Penicillum (Lobuglio y Taylor.,

1993), Sclerotinia (Carbone y Kohn, 1993) y Metarhizium (Currant y col., 1994).
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Finalmente, cabe destacar que dada la enorme complejidad existente en la
identificacion de los hongos pertenecientes al género Penicillium mediante las técnicas
tradicionales, la secuenciacidon de los espacios transcritos internos 1 y 2 (ITS1 e ITS2) ha
ofrecido grandes ventajas en dicha tarea por su especificidad y sensibilidad. Por ello, son
muchos los trabajos en los que han identificado las especies de Penicillium usando esta técnica
molecular. Asi, lacumin y col. (2009) caracterizé la micobiota desarrollada sobre la superficie
de salchichas mediante la secuenciacion de los fragmentos ITS1 e ITS2. Del mismo modo,
Oliveira y col. (2010) secuencié los fragmentos ITS1 e ITS2 para estudiar asi los hongos

contaminantes ambientales de una regién de Portugal.

Por otro lado, se ha descrito un método de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) que permite, mediante digestion con el enzima de
restriccion Haelll del fragmento ITS1-5.85-ITS2 del ADN que codifica para el ARN ribosomal,
identificar a la especie P. aurantiogriseum (Colombo y col., 2003). Del mismo modo, Samson y
col. (2004b) y Seifert y Louis-Seize (2000) analizaron una region de 360 pares de bases del gen
que codifica la B-tubulina para identificar especies del complejo P. aurantiogriseum y otras
especies de interés del subgénero Penicillium. También, Logrieco y col. (1990) analizaron
secuencias de ADN ribosémico para corroborar la identidad de diversas especies del

subgénero Penicillium.
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1.5. OBJETIVOS

La biota fungica presente en la superficie de los jamones curados determina en gran
medida la calidad higiénico-sanitaria y organoléptica del producto. El jamén de Teruel es una
de las D.O.P. de nuestro pais pero no se ha encontrado bibliografia en la que se haya
caracterizado su biota fungica. Numerosos trabajos demuestran que tanto el jamdén como
otros productos carnicos curados pueden presentar una importante contaminacidon por
micotoxinas, particularmente OTA Y CPA. Por este motivo, consideramos de gran interés
estudiar la micobiota presente en la superficie del jamén D.O.P. de Teruel. Asi, el objetivo
general de este trabajo ha sido caracterizar la biota fungica del jamén D.O.P. de Teruel vy
estudiar la capacidad toxigénica y enzimdtica de esta biota, con un interés especial en los
hongos del género Penicillium. Para abordar dicho objetivo general nos planteamos los

siguientes objetivos especificos:

1. Aislamiento, recuento e identificacion mediante técnicas moleculares de los hongos
aislados en el jamdén y en el ambiente de las cdmaras de produccién del jamén D.O.P.
de Teruel.

2. Caracterizacién molecular de las cepas de Penicillium aisladas.

2.1. Caracterizacién intraespecifica de las cepas mediante el empleo de PCR
con primers arbitrarios (ap-PCR).
2.2. Analisis filogenético mediante la secuenciacion de las regiones ITS.

3. Evaluacién de la capacidad de producir acido ciclopiazénico (CPA) y ocratoxina A (OTA)
in vitro de las cepas de hongos aisladas.

4. Deteccidon y cuantificacion de CPA y OTA en muestras de jamon D.O.P. de Teruel.

5. Determinacion de la actividad lipolitica y proteolitica de los hongos aislados.
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Il.1. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Para el aislamiento flngico se obtuvieron un total de 67 muestras de jamén y 80 de
ambiente de 2 secaderos inscritos a la Denominacidn de Origen Protegida de Teruel, situados
en los municipios de Mora de Rubielos (secadero 1, S1) y Puebla de Valverde (secadero 2, S2).
En ambos secaderos se tomaron muestras de las superficies de los jamones y del ambiente, en
las diferentes etapas de produccion (Figura 8A, Tabla 10). El proceso productivo diferia
ligeramente entre ambos secaderos ya que al final de cada etapa de S2 los jamones se lavaban,
raspaban y se untaban con manteca para eliminar los micelios fungicos desarrollados. Sin
embargo, en S1 dichas acciones Unicamente se llevaban a cabo antes de la venta de los

jamones.

Para la determinacién y cuantificaciéon de Acido Ciclopiazénico (CPA) y Ocratoxina A
(OTA) en el producto cérnico se tomaron un total de 10 muestras comerciales de jamon. Los
productos procedian de los mismos secaderos muestreados para realizar el aislamiento

fungico, S1y S2.

Tabla 10. Toma de muestras de jamdn y ambiente realizada en los dos secaderos estudiados (S1y S2).

Meses en Temperaturay HR® Muestras de Muestras de
Secadero Etapa , . .
la etapa de la cdmara jamon ambiente
S1 Postsalado 3 1,5°C, 85% HR 5 10
Secado 3 9eC, 80% HR 5 10
Envejecimiento 14 12°C, 70% HR 20 20
S2 Postsalado 3 39C, 82% HR 10 20
Secado 7 82C, 85% HR 17 10
Envejecimiento 10 162C, 85% HR 10 10

*Humedad Relativa
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11.2. PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRAS

11.2.1. MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO FUNGICO

Las muestras de jamodn se obtuvieron de tres partes diferentes del mismo: maza,
babilla y punta. Para ello se realizaron frotados superficiales usando 3 escobillones estériles
diferentes y plantillas estériles de 5 cm” para delimitar la superficie a muestrear (Figura 8B).
Las muestras se transportaron en condiciones de refrigeracién hasta el laboratorio siendo

inmediatamente analizadas tras su recepcion.

Una vez en el laboratorio, se cortaron las puntas de los tres escobillones que formaban
cada muestra de jamdn en condiciones de esterilidad y se introdujeron en tubos con 10 ml de
agua de peptona estéril al 0,1% (p/v) (Oxoid L37) donde se agitaron mediante un vértex
durante 1 minuto (dilucién madre). La dilucién 10" se preparé tomando una alicuota de un 1
ml con una punta de pipeta estéril de la dilucién madre y pasdndola a otro tubo con 9 ml de

agua de peptona estéril al 0,1% (p/v).

Las muestras de ambiente se obtuvieron dejando abiertas durante 30 minutos placas
Petri con agar PDA (Potato Dextrosa Agar, Scharlau Microbiology 01-483). Estas se
distribuyeron en puntos equidistantes y a diferentes alturas por toda la sala (Figura 8C). Las
muestras de ambiente no se sometieron a ninguna dilucién ni preparacién previa a su

incubacion.

(A) Muestreo de una de las camaras (B) Toma de muestras de la (C) Toma de muestras de ambiente.
de secado. superficie del jamén  mediante
escobillones y plantillas estériles.

Figura 8. Toma de muestras en la etapa de secado de uno de los secaderos incluidos en el estudio.
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11.2.2. MUESTRAS PARA EL ANALISIS DE MICOTOXINAS

Para el estudio de la presencia de micotoxinas en el jamdn se seleccionaron 10 perniles
gue habian terminado su etapa de envejecimiento y que habian sido muestreados
previamente durante dicha etapa para el aislamiento e identificacion fungica. Las muestras se
obtuvieron mediante escisién de 100 gramos de cada pieza, formados a su vez de tres partes
diferentes: maza, babilla y punta. Las muestras se conservaron en congelacién (-182C) hasta el
posterior procesado y extraccion de micotoxinas (véase apartado 11.9.2 de Material y

Métodos).

11.3. AISLAMIENTO Y RECUENTO DE HONGOS

Para el aislamiento y recuento de hongos a partir de las muestras de jamodn, se
realizaron siembras en superficie en medio DRBC (Dichloran Rose-Bengal Cloramphenicol,
Scharlau Microbiology 01-657) a partir de la dilucién madre y la dilucién 10" (Pitt y Hocking,
1997). Para ello se tomaron alicuotas de 0,1 ml de cada una de ellas con puntas de pipeta
estériles y se depositaron en placas Petri con agar DRBC (Scharlau Microbiology 01-657). Las
alicuotas se extendieron con la ayuda de asas de siembra acodadas de plastico, estériles y de
un solo uso. Las placas inoculadas se incubaron a 25°C durante 5 dias en aerobiosis y

condiciones de oscuridad. Los resultados se expresaron como ufc/cm”.

Para el aislamiento de hongos a partir de las muestras ambientales, las placas Petri de
medio PDA (Scharlau Microbiology 01-483) se incubaron a 25°C durante 5 dias en aerobiosis y
condiciones de oscuridad. Transcurrido el periodo de incubacidn se realizé el recuento de los

hongos. Los resultados se expresaron como ufc/cm?>.

Los recuentos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza mediante el programa

estadistico Statgraphics 5.1.
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De todas las colonias obtenidas a partir de las muestras de jamén y de ambiente, se
seleccionaron aleatoriamente colonias representativas de cada tipo y se aislaron cultivos puros
en placas Petri con agar MEA (Malt Extract Agar, Scharlau Microbiology 07-080). Las placas de

resiembra se incubaron a 25°C durante 5 dias en aerobiosis y condiciones de oscuridad.

I.4. MANTENIMIENTO Y CONSERVACION DE LOS HONGOS

El mantenimiento y conservacién de los hongos se llevé a cabo de dos formas diferentes:

a) Para el trabajo diario en el laboratorio, las cepas se mantuvieron por resiembras
periddicas en placas con agar PDA (Scharlau Microbiology 01-483). Los cultivos bien
esporulados se almacenaron a 4°C por periodos inferiores a 6 meses, al cabo de los
cuales se obtuvieron nuevas resiembras.

b) Para la conservacion a largo plazo, se prepararon suspensiones en agua estéril y
glicerol al 80% de pequenios trozos de cultivo del hongo en PDA (Scharlau Microbiology
01-483). Los glicerinados se almacenaron a -18°C y asi mantuvieron su viabilidad y

estabilidad genética durante mas de un afo.

I1.5. IDENTIFICACION DE LOS HONGOS

Los hongos aislados se identificaron mediante métodos tradicionales y moleculares. La
identificacion tradicional consisti6 en analizar las caracteristicas macroscopicas vy
microscopicas con la ayuda de directrices publicadas (Klich, 2002; Samson y col., 2004a y
2004b). La identificacion macroscopica se realizé mediante la observacién de los caracteres
mas distintivos de las colonias crecidas en agar MEA (Scharlau Microbiology 07-080): color y

tonalidad (anverso y reverso), textura superficial, exudados, pigmentos, tamafio, morfologia,
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crecimiento, presencia de surcos y/o estrias (anverso y reverso) de las colonias. La
identificacion microscépica se realizd6 mediante observaciones al microscopio de preparaciones
de los hongos crecidos en agar MEA (Scharlau Microbiology 07-080), prestando especial
atencién a la presencia o ausencia de tabiques, al color del micelio vegetativo y a la morfologia
de esporas e hifas especializadas del micelio reproductor. Para la preparacién microscdpica las

preparaciones se tifieron con azul de lactofenol.

Las colonias identificadas macroscépica y microscdpicamente como Penicillium se
caracterizaron también con métodos moleculares mediante el empleo de la técnica ap-PCR
(del inglés Arbitrary Primers PCR), que se basa en el uso de la PCR para amplificar fragmentos
de ADN con cebadores especificos para secuencias repetitivas presentes en el genoma vy
denominadas microsatélites. Esta técnica difiere de los RAPDs (Ramdom Amplified Polimorphic
DNA) en que los cebadores son de mayor tamafio y la temperatura de hibridacién es mayor,
por lo que hibridan en zonas especificas del genoma y su reproducibilidad es mayor. El
resultado es la obtencion de patrones de bandas que pueden ser caracteristicos de cepas o
variedades dentro de una misma especie. Las cepas que presentaron los mismos patrones de
bandas mediante la caracterizacion por ap-PCR, se agruparon y se seleccionaron cepas
representantes para su posterior analisis mediante secuenciacidon de la regidon 5,85-ITS del

ADN ribosomal (Figura 9).

Todas las colonias no identificadas como Penicillium que presentaron idénticas
caracteristicas macroscépicas y microscépicas se agruparon y consideraron como
pertenecientes a la misma especie fungica para su posterior analisis mediante secuenciacion

de la region 5,8S-ITS del ADN ribosomal (Figura 9).
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GENERO CARACTERIZACION
|DENT|F|C’AC|C'>N PENICILLIUM MEDIANTE ap-PCR
MACROSCOPICA Y SECUENCIACION
MICROSCOPICA REGION 5,85-ITS
OTROS GENEROS AGRUPACION ADN RIBOSOMAL
IDENTICAS
CARACTERISTICAS

Figura 9. Procedimiento de identificacion de las colonias aisladas en el estudio.

1.6. CARACTERIZACION MEDIANTE AP-PCR

11.6.1. EXTRACCION DE ADN

Para la extraccidon de ADN gendmico de las cepas de Penicillium, se inocularon conidios
con la ayuda de un palillo estéril en 500 pl caldo PDB (Potato Dextrosa Broth) y se incubaron
durante 48 horas a 242C en estufa con agitacion (Ecotron, 200 rpm). Pasado el periodo de
incubacién, los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos y se desech¢ el liquido
sobrenadante. El micelio se resuspendié en 300 pl de TENS (Tris-HClI 200mM pH 8,5, NacCl
250mM, EDTA 25mM, SDS 0,5%), se afiadieron 5 bolitas metdlicas y se homogenizé con un
disruptor celular (Mini Bead-Beater) durante 2 minutos a 42C. Se adicionaron 150 pul de NaOAc
3M pH 5,2 y se incubd a -202C durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacidn, los
tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos y se adiciond al liquido sobrenadante
1 volumen de isopropanol (1:1, v/v). Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos y se
desechd el liquido sobrenadante. El pellet se lavd con etanol al 70% y se resuspendid en 50 pl

de TE (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM) (Moslem y col., 2010).

11.6.2. ARBRITARY PRIMERS (AP-PCR)
Para la caracterizacién molecular de los hongos se utilizaron los siguientes cebadores

especificos: ~ GACGACGACGACGAC  [(GAC)s],  GACAGACAGACAGACA  [(GACA),] vy
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GACAGGACAGGACAG [(GACAG);s] (Freeman y col., 2004; Freeman y Shabi, 1996; Martinez-
Culebras y col., 2009). Las reacciones ap-PCR se realizaron en 25 pl de volumen final,
conteniendo 40 ng ADN, 50 mM KCI, 10 mM tris-HCI, 0,2 mM (cada uno) dNTP, 1,6 uM de cada
cebador, 3 mM MgCl, y 1 U de ADN polimerasa (Netzyme, Molecular Netline Bioproducts,
N.E.E.D, SL, Valencia, Espafia). Las mezclas ensayadas se incubaron en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, Norwalk, CT, U.S.A.) con el siguiente
programa térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacidon de 3 minutos a 95°C, seguido por 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 48°C [para (GACA), y (GACAG);] o 609C [para (GAC)s]
y 2 minutos a 72°C, y un ultimo ciclo de extensidn final de 5 minutos a 72°C. Posteriormente, 5
ul de los productos de PCR se utilizaron para llevar a cabo la electroforesis en gel de agarosa al
1,25 % en tampdn SB 1X (0,01M NaOH, 0,8M 4cido bédrico, pH 8). Los productos de la PCR se
visualizaron tras inmersion en bromuro de etidio (5 mg/ml) y se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

11.6.3. DENDROGRAMA

El analisis de los patrones de bandas resultantes de la caracterizacidon de las cepas
mediante ap-PCR se realizd mediante la elaboracién de un dendrograma. Como cepas de
referencia se incluyeron las siguientes cepas: P. camemberti CECT 2267, P. chrysogenum CECT
20753, P. citrinum CECT 20822, P. commune CBS 109822, P. expansum CECT 2278, P.
expansum CECT 2279, P. nordicum CBS 110769, P. nordicum CBS 112573, P. nordicum CBS
113876, P. polonicum CBS 101479, P. verrucosum CBS 302.48 y P. verrucosum CBS 325.92.
Para la elaboracién del dendrograma, se calculé la movilidad relativa de todas las bandas
obtenidas mediante ap-PCR de cada uno de los patrones de bandas. Los resultados se
transformaron en una matriz de datos en la que las bandas se consideraron como caracteres

binarios y se evaluaron como “1” cuando hubo presencia y “0” cuando hubo ausencia de ellas.
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Con el fin de normalizar los patrones de bandas, se incluyeron en la electroforesis marcadores
moleculares de pares de bases. Sélo se incluyeron en el andlisis aquellas bandas que podian
ser obtenidas de manera inequivoca. El polimorfismo de los cebadores se evalué de acuerdo al
poder discriminatorio, segin el procedimiento descrito por Hunter (1990). La matriz de
similitud se elaboré utilizando el coeficiente de correlacién de Jaccard, el cual proporciona
similitud en base a las curvas densitométricas. Los patrones de bandas obtenidos mediante ap-
PCR usando los cebadores [(GAC)s], [(GACA).] y [(GACAG);] se agruparon teniendo en cuenta el
numero de bandas compartidas utilizando el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). La consistencia de las agrupaciones obtenidas se estimo
empleando el método de bootstrap. Todos los andlisis se realizaron para los patrones de
bandas obtenidos en cada uno de los cebadores utilizados y compilando los patrones
obtenidos en todos ellos, utilizando el programa estadistico NTSYS-pc 2.1 (Rohlf, 2002). Las
cepas que presentaron los mismos patrones de bandas se agruparon y se seleccionaron cepas
representantes para su posterior analisis mediante secuenciacién de la region ITS-5,8S del

ADN ribosomal.

1.7. SECUENCIACION DE LA REGION 5,8S-ITS DEL ADN RIBOSOMAL

Un representante de cada cepa de Penicillium y del resto de hongos identificados
mediante métodos tradicionales se identificaron en base a la secuencia ITS-5,8S del ADN

ribosomal.

11.7.1. EXTRACCION DE ADN
Todas las cepas seleccionadas se cultivaron durante 6-8 dias en medio de cultivo MEA
(Scharlau Microbiology 07-080). Se recogid micelio de las placas, se congeld con nitrégeno

liquido y se trituré con la ayuda de un mortero hasta conseguir micelio triturado en forma de
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polvo fino. Las extracciones de ADN se realizaron empleando 100 mg del polvo y el kit
comercial EZNA de ADN fungico (Omega bio-teck, Doraville, USA), siguiendo las instrucciones

del proveedor.

El ADN extraido se cuantific6 en un espectrofotometro Ultrospec® 2100pro

(Amersham Biosciencies).

11.7.2. AMPLIFICACION DEL ADN RIBOSOMAL MEDIANTE PCR

La regidon 5,85-ITS se amplific6 mediante la técnica de PCR (del inglés, Polymerase
Chain Reaction) empleando los cebadores universales: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG [ITS5] y
TCCTCCGCTTATTGATATGC [ITS4] (White y col., 1990). Las reacciones PCR se realizaron en 100
pl de volumen final, conteniendo 100-200 ng ADN, 50 mM KCl, 10 mM tris-HCI, 80 uM (cada
uno) dNTP, 1 uM de cada cebador, 2 mM MgCl, y 1 U de ADN polimerasa (Netzyme, Molecular

Netline Bioproducts, N.E.E.D, SL, Valencia, Espafia).

En todos los casos se incluyd un control negativo de reaccidon con las mismas
condiciones pero sin ADN molde. Las mezclas ensayadas se incubaron en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, Norwalk, CT, U.S.A.) con el siguiente
programa térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacién de 3 minutos a 95°C, seguido por 35
ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 53°C y 1 minuto a 72°C, y un ultimo ciclo de extension
final de 5 minutos a 72°C. Posteriormente, 5 pl de los productos de PCR se utilizaron para
llevar a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 1 % en tampon TAE 1X (40 mM Tris-acetato,
pH 7,6 y 1 mM Na,EDTA). Los productos de la PCR se visualizaron tras inmersiéon en bromuro

de etidio (5 mg/ml) y posterior irradiacién con luz UV.
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11.7.3. PURIFICACION DE ADN
Los productos de PCR se limpiaron con el kit de purificacion (EZNA® Plant DNA
Miniprep Kit, Omega Bio-Tek, Doraville, USA) siguiendo el protocolo indicado por el proveedor

y se mantuvieron a -20 °C hasta su secuenciacién.

11.7.4. SECUENCIACION 5,85-ITS ADN RIBOSOMAL
Para las reacciones de secuenciacidon se partié de 200 ng de DNA y se utilizd el kit
BigDye® Terminator v3.1, Cycle Sequencing (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La PCR de secuenciacion se realiz6 utilizando los cebadores 1TS4 e ITS5 con el
siguiente programa técnico: un ciclo inicial de desnaturalizacién de 3 minutos a 94°C, seguido
por 99 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C y 4 minutos a 60°C. La secuenciacion
se llevd a cabo en el secuenciador 3730 DNA Analyzer (Applied biosystems) del servicio de

secuenciacion de la Universidad de Valencia.

1.7.5. ANALISIS DE SECUENCIAS Y ARBOL FILOGENETICO

Para el analisis filogenético de las cepas de Penicillium identificadas, las secuencias
obtenidas se alinearon con el programa MEGA versién 4.1 (Kumar y col., 2001). Como cepas
de referencia se utilizaron las siguientes secuencias de Penicillium obtenidas de las bases de
datos: AF033483, P. atramentosum; EF634441, P. brevicompactum; AJ004814, P. camemberti;
AF034463, P. canescens; EU833212; P. chrysogenum; DQ249212, P. chrysogenum; AJ004813,
P. commune; AF455477, P. commune; EF200099, P. commune; DQ339561, P. concentricum;
X82361, P. crustosum; EF634415, P. crustosum; AB479316, P. echinulatum; AF033479, P.
expansum; GU372903, P. glabrum; DQ681334, P. granulatum; GQ305305, P. griseofulvum;
EF198531, P. meleagrinum; AJ004895, P. nalgiovense; DQ339554, P. paneum; GU566221, P.

polinicum; AB479317, P. verrucosum; AJ005482, P. viridicatum. Las distancias filogenéticas se
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calcularon usando el modelo de Jukes-Cantor y la inferencia filogenética se obtuvo por el

método del vecino mas préximo (Neighbour-joining, NJ) (Saitou y Nei, 1987). El arbol NJ y la

confianza estadistica de un grupo particular de secuencias del arbol, evaluados mediante el

procedimiento de remuestreo por el método de bootstrap (Hills y Bull, 1993), también se

realizd mediante el programa MEGA versién 4.1 (Kumar y col., 2001).

11.8. CEPAS DE REFERENCIA

Para el andlisis filogenético y el estudio de la actividad enzimatica y toxigénica de las

cepas aisladas en el estudio, se incluyeron también como referencia las cepas de Penicillium

reflejadas en la Tabla 11. Estas se obtuvieron de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,

Valencia, Espafia) y del Centro de Biodiversidad Fungica Centraalbureau voor Schimmelcultures

(CBS, Holanda).

Tabla 11. Cepas de referencia.

. N 2
Micotoxinas

Cepa Nombre cepa Aislamiento Origen Actividad enzimatica

CECT2267  P.camemberti  Carnedecerdo Alemania  Brunay col., 2003 Taniwakiy col., 2001 (CPA)
CECT 20753  P. chrysogenum  Jamoén Espafia Rodriguez-Martiny col., 2010

CBS 20822 P. citrinum Desconocido EEUU

CBS 122398  P. citrinum Cacahuete Indonesia

CBS 109822  P. commune Salchicha Alemania

CECT 2279 P. expansum Salami Bulgaria

CECT 2278  P. expansum Salchichén Holanda Luque y col., 2011 (Patulina)
CBS 110769  P. nordicum Salami Italia Rodriguez y col., 2011 (OTA)
CBS 113876  P. nordicum Salchicha Italia Berniy col., 2011 Berniy col., 2011 (OTA)

CBS 112573  P. nordicum Salami Italia Frisvad y Samson, 2004 (OTA)
CBS 101479  P. polonicum Alimentos Bulgaria Frisvad y Samson, 2004 (Verr)*
CECT 2905 P. roqueforti Queso EEUU Fernandez-Bodega y col., 2009  Frisvad y Samson, 2004 (Roq)4
CBS324.92  P.verrucosum  Salami Dinamarca Rodriguez y col., 2011 (OTA)
CBS325.92  P.verrucosum  Salami Dinamarca Informacién de la CBS (OTA)
CBS302.48  P.verrucosum  Queso Informacion de la CBS (OTA)

‘Estudios que han descrito la actividad proteolitica y/o lipolitica de las cepas.

%Estudios que han descrito la capacidad toxigénica de las cepas.

3 .
Verrucosidina

4Roq uefortina
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11.9. DETERMINACION ACTIVIDAD TOXIGENICA

11.9.1. EXTRACCION, DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA Y OTA EN MEDIO DE
CULTIVO

Los hongos se sembraron en el en medio de cultivo sélido Czapeck Agar (Cz), inductor
de la produccion de CPA, ((sacarosa 3% (p/v), Czapeck concentrado 1% (v/v), KH,PO, 0,1%
(p/v) y agar 1,5% (p/v); siendo Czapeck concentrado (100x) (NaNO; 30% (p/v), KCI 5% (p/v),
MgS0, 7H,0 5% (p/v) y FeSO, 7H,0 0,1% (p/v)) y en medio de cultivo sélido Czapeck Yeast
Agar (CYA), inductor de la produccién de OTA (KH,PO, 0,1% (p/v), que contiene Czapeck
concentrado 1% (v/v), solucidn traza de metales 0,1% (v/v), extracto de levaduras 0,5%( p/v),
sacarosa 3% (p/v) y agar 2% (p/v); siendo Czapeck concentrado (100x) (NaNO3 30% (p/v), KCl
5% (p/v), MgS0, 7H,0 5% (p/v) y FeSO, 7H,0 0,1% (p/v)) y solucion traza de metales (CuSO,
5H,0 0,5% (p/v) y ZnSO, 7H,0 1% (p/v)). La siembra en ambos casos se realizd en tres puntos
equidistantes en la placa de cultivo y se incubaron a 25 °C durante 21 dias. La extraccion de la
micotoxina se realizo siguiendo la metodologia descrita por Bragulat y col. (2006). Brevemente,
el método de Bragulat y col., (2006) consiste en tomar tres porciones de agar con un
sacabocados (6 mm de didmetro) del centro, medio y extremo de cada una de las tres colonias
de cada placa, tras 14 y 21 dias de incubacién para la extraccion de CPA y tras 7 y 14 dias de
incubacién para la extraccion de la OTA (Figura 10). Posteriormente, los trozos de agar se
introdujeron en un tubo eppendorf con 500 pl de metanol, se agitaron con el vortex durante
10 segundos y se dejaron macerar durante una hora. A continuacién, el liquido se pasd por
filtros de 0,45 um (MillexR SLHV 013NK, Millipore, Bedford, Mass., U.S.A.) y se almacend en

otro vial a -18°C hasta la realizacién de los andlisis cromatograficos.
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Figura 10. Ay B) Extraccién de una muestra de Aspergillus mediante un sacabocados a los 7 dias de
incubacién en el medio de cultivo CYA.

La produccion de CPA se detectd y cuantificé por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). Para la separacién cromatografica se utilizé una columna C18 (250x4.6 mm
i.d., 5 um de tamafio de particula; Supelcosil LC-18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA)) conectada
a una pre-columna Security Guard (20x4.6 mm i.d., 5 um de tamafio de particula, LC-18
Supelguard, Supelco), siguiendo la metodologia descrita por Urano y col. (1992) y Hayashi y
Yoshizawa (2005), con algunas modificaciones. La fase movil consistia en metanol 85% (v/v)
(diluyente A), metanol 85%, 4 mM ZnS0,.7H,0 (v/v) (diluyente B) y acido acético 0,1% (v/v)
(diluyente C) con un gradiente de elucién de: 100% A a 100% B (0—10 minutos), 100% B (10—
12 minutos), 100% B a 100% C (12—15 minutos), 100% C (15-25 minutos), 100% C a 100% A
(25-27 minutos) y 100% A (27-32 minutos). El volumen de inyeccion fue de 20 pl, el flujo de 1
ml/minuto y el tiempo de retenciéon de 9,6 minutos (Figura 11). El espectro de ultravioleta
visible se midié desde 200 a 400 nm y presentd dos picos maximos de absorcién a 220,3 nmy
281,9 nm (Figura 12). El tiempo de retencién y el espectro de absorcidon obtenido en las
muestras se compararon con el estandar puro de CPA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). El

limite de deteccidn en estas condiciones fue de 0,0001 pug CPA/g medio cultivo.
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Figura 11. Cromatograma de un patron comercial de CPA donde se puede ver que el tiempo de
retencion del pico del CPA se produce a los 9,6 minutos.
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Figura 12. Espectro completo de absorcién de un patron de CPA medido a una longitud de onda de 279
nm.

La produccion de OTA se detectd y cuantificd por cromatografia liquida de alta
resolucidon (HPLC). La deteccién se realizé utilizando un detector de fluorescencia (Aexc 330
nm; Aem 460 nm) (Dionex RF-2000, Sunnyvale, CA, USA) y una columna C18 (150 x 4,6 mm
i.d., 5 mm de tamafio de particula, Kromasil C18, Analisis Vinicos S.L., Tomelloso, Espafia),
conectada a una precolumna Kromasil C18 (10 x 4,6 mm i.d., 5 um de tamafio de particula,
Andlisis Vinicos S.L.). La fase movil consistia en acético 0,1% (v/v), acetonitrilo 80% (v/v) con
0,1% de acético y acético 40% (24:71:5, v/v). El volumen de inyeccidon fue de 20 pl, el flujo de

1 ml/minuto y un tiempo de retencion de 4,4 minutos (Figura 13). El espectro de utravioleta
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caracteristico de la OTA presentd dos picos maximos de absorcidon a 231,6 nm y 332,3 nm

(Figura 14). El estandar de OTA para la cuantificaciéon se obtuvo de Aspergillus ochraceus

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). El limite de deteccién en estas condiciones fue de

0,0002 ug OTA/g medio cultivo.
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Figura 13. Cromatograma de un patron comercial de OTA donde se puede ver que el tiempo de
retencion del pico de la OTA se produce a los 4,4 minutos.
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Figura 14. Espectro completo de absorcion de la OTA (longitud de onda de 330 nm).

Para cuantificar la cantidad de CPA y OTA producida por las cepas, se elaboré una

curva patrén con un total de ocho concentraciones de una muestra comercial de CPA (100

pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 3 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml) y un total de diez

concentraciones de una muestra comercial de OTA (5 pg/ml, 3 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5

ug/ml, 0,1 pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,005 pg/ml, 0,001 pug/ml). Los picos de CPA y OTA
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obtenidos con cada una de las concentraciones de la curva patrén se integraron y con ello se
obtuvieron los distintos valores de area. En las Figuras 15 y 16 se muestran las curvas patron
donde se representan los distintos valores de area obtenidos y los pg/ml de CPA y OTA a los
gue corresponde. A partir de estos valores se elabord una recta de regresidn. Utilizando dicha

recta de regresidn se calcularon las concentraciones de OTA y CPA producidas por cada una de

las cepas analizadas.
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Figura 15. Curva que representa la relacion lineal entre el drea obtenida en el ensayo HPLC de las
muestras patron de CPA y la concentracion de dichas muestras.
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Figura 16. Curva que representa la relacion lineal entre el drea obtenida en el ensayo HPLC de las
muestras patron de OTA y la concentracién de dichas muestras.
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11.9.2. EXTRACCION, DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA Y OTA EN MUESTRAS DE
JAMON

La extraccion y purificacidon del CPA de las muestras de jamédn se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Hayashi y Yoshizawa (2005) con algunas modificaciones. Las
muestras de jamoén (10 g de cada una) se extrajeron con acetronitrilo:bicarbonato sédico 1%
(7:3, v/v, 50 ml), se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 minutos vy se filtraron usando filtros
Whatman N2 4. Se ajusté el pH del filtrado a pH 2 y se suspendidé en 25 ml de cloroformo (1:1,
v/v). Como paso adicional para purificar la muestra, la fase organica (50 ml) se extrajo 2 veces
consecutivas con bicarbonato sédico 5% (25 ml por purificacidn). La fase acuosa (40 ml) se
acidifico hasta pH 2 y se suspendié en 25 ml de cloroformo (1:1, v/v). Finalmente el cloroformo
se evapord al vacio en un rotovapor y la muestra se suspendié en 500 ul de metanol. El
porcentaje de recuperacién y el limite de deteccion de CPA bajo estas condiciones fue del 75%
y 0,00015 pg/g, respectivamente. El liquido resultante se paso por filtros de 0,45 um (MillexR
SLHV 013NK, Millipore, Bedford, Mass., U.S.A.) y se almacend en otro vial a -18°C hasta la
realizacion de los andlisis cromatograficos. Los analisis cromatograficos se realizaron segun lo

reflejado en el apartado 11.9.1. del presente capitulo.

Para cuantificar la cantidad de CPA existente en las muestras se elaboré una curva
patrén con un total de seis concentraciones de una muestra comercial de CPA (0,3 pg/ml, 0,15
pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,015 pg/ml, 0,005 ug/ml, 0,001 pg/ml). La Figura 17 muestra la curva
patrén donde se representan los distintos valores de area obtenidos y la concentracion de CPA
a la que corresponde. A partir de estos valores se elabord una recta de regresidn que permitio

calcular la concentracién de CPA existente en cada una de las muestras de jamén analizadas.
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Figura 17. Curva que representa la relacion lineal entre el area obtenida en el ensayo HPLC de las
muestras patréon de CPA y la concentracion de dichas muestras.

La extraccion y purificacidon de la OTA de las muestras de jamdn se realizé de acuerdo a
las instrucciones facilitadas por el proveedor del Kit ELISA (Ridascreen Ochratoxin A; R-
Biopharm, ltaly). Para ello se adiciond 17,5 ml de HCI 1M a 10 g de la muestra picada y se
realizd una extraccidon con 20 ml de diclorometano. El liquido resultante se analizé mediante el

kit ELISA. El limite de deteccidon en estas condiciones fue de 0,00125 pg/g.

Para cuantificar la cantidad de OTA existente en el jamdn se elabord una curva patrén
con un total de seis concentraciones de una muestra comercial de OTA (1800 ppt, 900 ppt, 300
ppt, 100 ppt, 50 ppt, O ppt). La absorbancia a 450 nm obtenida con cada una de las
concentraciones de la curva patron se integrd y con ello se obtuvieron los distintos valores de
absorbancia. En la Figura 18 se muestra la curva patrén donde se representan los distintos
valores de absorbancia obtenidos y la concentracion de OTA a la que corresponde. A partir de
estos valores se elabord una linea de tendencia polinédmica. Utilizando dicha linea de tendencia

se calcularon las concentraciones de OTA existentes en cada una de las muestras analizadas.
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Figura 18. Curva que representa la relacion polinémica entre la absorbancia obtenida en el ensayo ELISA
de las muestras patron de OTA y la concentracion de dichas muestras.

1.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS HONGOS AISLADOS

11.10.1. ACTIVIDAD LIPOLITICA

La actividad lipolitica se evalud en todas las cepas previamente secuenciadas frente a
los 4cidos grasos laurico, palmitico, estearico y oleico, segin la metodologia descrita por
Sierra (1957), con algunas modificaciones. Para ello las cepas se resembraron en el medio de
cultivo Tween (peptona 1%, NaCl 0,3M, CaCl,+1H,0 5mM, agar bacteriolégico 1%, pH 7,7) al
que se adiciond un 1% de tween 20, tween 40, tween 60 o tween 80 segun el acido graso a
testar. Pasados 15 dias de incubacion a 282C, la actividad lipolitica se observd mediante la
aparicion de un precipitado alrededor de los micelios flungicos correspondiente a la
precipitacion de los acidos grasos libres con las sales del medio de cultivo. Por su actividad
lipolitica, se utilizaron como cepas control Penicillium camemberti CECT 2267 y Penicillium

roqueforti CECT 2905 (Bruna y col., 2003; Fernandez-Bodega y col., 2009).
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11.10.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica se evalud también en todas las cepas previamente
secuenciadas en medio de cultivo PDA-Caseina (compuesto por Potato Dextrosa Agar con Skin
Milk al 20%). Transcurridos 15 dias de incubacién a 282C la actividad proteolitica de las cepas

se observé mediante la aparicidn de un halo transparente alrededor del micelio.

Las cepas que presentaron un halo transparente superiora 10 mm o entre 3y 10 mm
en el medio de cultivo PDA-Caseina, se testaron sobre miosina de porcino (MYOSIN M-0273
SIGMA). Para ello, las cepas a testar se prepararon segun el protocolo descrito por Rodriguez y
col. (1998). Las cepas se sembraron en un tubo eppendorf con 59 ul de solucidn de miosina
(0,355 mg de miosina, 50% glicerol, cloruro de potasio 0,6M y tampdn fosfato potésico pH 6,8
10 mM), 416 pl de medio de cultivo (obtenido a partir de 1g de caldo Lauril Triptosa (DIFCO
31149), 50 ml de agua destilada y NaCl 0,8M), 100 pg de cloranfenicol y se incubaron a 252C
durante 15 dias en condiciones de oscuridad. Tras el periodo de incubacién, y justo en el
momento previo al desarrollo de la electroforesis, se tomd una alicuota de 30 ul, se mezcld
con 3 pl de tampdn reductor (4,6 % de SDS, 10% ml B-mercaptoetanol, 20% de glicerina, 25%
de tampdn fosfato potasico pH 6,8 y unas gotas azul de bromofenol) y se calenté a 1009C

durante 5 minutos para la desnaturalizacidn de las proteinas.

El analisis de la actividad proteolitica se realizd sobre un gel de poliacrilamida
discontinuo al 10% SDS-PAGE, segin metodologia descrita por Weber y Osborn (1969), con
algunas modificaciones. El gel de resolucién se preparéd con poliacrilamida al 10%
(acrilamida/bislacrilamida 10%, Tris 0,4M pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato amdnico 0,1% y TEMED
0,001%) y el gel concentrador con poliacrilamida al 5% (acrilamida/bisacrilamida 5%, Tris
0,12M pH 6,8, SDS 0,09%, persulfato amoénico 0,14%, TEMED 0,14%). La electroforesis se
desarrollé a potencia constante de 200V, durante 40 minutos, utilizando como tampdn de

electroforesis running buffer 1x (Tris 0,025M, glicina 0,192M y SDS 0,1%). Como marcador de
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la electroforesis se utilizé el Sigma Marker N23788. Finalizado el desarrollo electroforético, el
gel se tifié con tincion de Coomassie (Coomassie blue 0,25%, metanol 27%, acido acético 5%)
durante 1 hora con un suave y constante vaivén. Transcurrido el tiempo de tincidn, el gel se
decoloré con una solucidon de metanol 25% y acido acético 10% durante 24 horas a 4°C.
Posteriormente el gel se fotografi6 para la caracterizacién de las bandas. Penicillium
chrysogenum CECT 20753 (Rodriguez-Martin y col., 2010) se utilizé como cepa de referencia

para evaluar la capacidad proteolitica.
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ll. 1. RECUENTO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS HONGOS PRESENTES EN EL

JAMON Y AMBIENTE

En este apartado se ha fijado como objetivo principal aislar, realizar el recuento e
identificar a nivel de especie los hongos presentes en las muestras de jamdn curado y

ambiente a lo largo de las diferentes etapas de produccion.

111.1.1. RECUENTO DE HONGOS

El aislamiento y recuento de hongos a partir de muestras de jamén y ambiente se
realizd segun lo descrito en el apartado 1l.3. de Material y Métodos. En la Tabla 12 se
muestran los recuentos minimos, mdaximos y medios obtenidos a partir de las muestras
procedentes de S1y S2 en las diferentes etapas de elaboracion. Los resultados se expresaron
en ufc/cm®. En la Figura 19 se puede observar la morfologia tipica de las colonias crecidas en

los diferentes medios de cultivo utilizados.

A) B)

Figura 19. A) Hongos ambientales crecidos en agar PDA B) Hongos aislados en jamén crecidos en agar
DRBC.

En todas las etapas de elaboracion del jamén fue posible el aislamiento de hongos a
partir de muestras de jamoén, lo que demuestra su capacidad para crecer en un rango de
temperaturas muy amplio (4-30°C). Sin embargo, el mayor recuento se obtuvo en las fases de

secado natural y secado, donde la temperatura ambiental es proxima a 30°C, con valores
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medios de 15,23 y 20,26 ufc/cm? para S1 y S2, respectivamente. De igual forma, en las
muestras procedentes de ambiente, los mayores recuentos se obtuvieron en la fase de secado
natural, con un valor medio de 3,67 ufc/cm” en el caso de S1. Los recuentos también fueron
moderados en la fase de maduracidn en bodega, con valores maximos de 10,53 y 2,36 ufc/cm?
para S1 y S2, respectivamente. Finalmente, cabe destacar la disparidad de resultados
obtenidos entre ambos secaderos para las muestras de jamén en la fase de postsalado, al
obtenerse valores medios de 0,03 ufc/cm?® en S1 y 6,08 ufc/cm? en S2. Este ultimo valor es
inusualmente elevado para la fase de postsalado y difiere con los resultados obtenidos en los
estudios realizados por Andrade y col. (2009), Battilani y col. (2007) y Monte y col. (1986),

donde los mayores recuentos se dieron en la fase de maduracion y éstos fueron minimos en la

fase de postsalado.

Tabla 12. Recuentos fungicos obtenidos en las diferentes etapas de elaboracidn de los secaderos 1y 2.

Secadero Muestra Fase Minimo (ufc/em?)  Maximo (ufc/em®)  Medio (ufc/cm?)
1 Jamén Postsalado <1 0,16 0,03
Secado <1 6 1,2
Maduracion en bodega <1 1,6 0,32
Secado Natural <1 43 15,23
Total proceso <1 43 5,39
Ambiente Postsalado <1 1,73 0,74
Secado <1 2,04 0,79
Maduracion en bodega <1 10,53 3,23
Secado Natural <1 11 3,67
Total proceso <1 11 2,08
2 Jamén Postsalado <1 48,25 6,08
Secado <1 200 20,26
Maduracion en bodega <1 3,14 0,86
Total proceso <1 200 9,45
Ambiente Postsalado <1 1,4 0,41
Secado <1 1 0,45
Maduracion en bodega <1 2,36 1,23
Total proceso <1 2,36 0,62

Los recuentos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza. En dicho analisis no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los recuentos obtenidos en
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jamoén para ambos secaderos. En este sentido, que no se encontraran diferencias en los
recuentos de los hongos de ambos secaderos, podria ser indicativo de la inefectividad del
frotado superficial para la eliminacidn de los micelios, asi como la limpieza y untado con
manteca de los jamones para eliminar la contaminacion fungica (estos tratamientos solamente
se realizaron en S2, al inicio de cada una de las fases). Por el contrario, si se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los resultados procedentes de las muestras de
ambiente entre ambos secaderos, siendo éstos mds elevados en S1, con un valor medio de
2,08 ufc/cm® Del mismo modo, también se estudiaron las diferencias en los recuentos
obtenidos en las diferentes fases. En los resultados procedentes del jamén de S1 se concluyé
que si existian diferencias estadisticamente significativas entre la fase de secado natural,
donde se obtuvieron los recuentos maximos del S1 (43 ufc/cm?), y el resto de las fases. Sin
embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las fases de S2.
Respecto a los recuentos procedentes del ambiente, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos secaderos. Ademadas, en el caso de S1, se
encontraron diferencias entre las fases de postsalado y secado natural y secado y secado
natural, siendo en la fase de secado natural donde se obtuvieron los recuentos mas elevados
con 11 ufc/cm® Por otro lado, en el S2 las diferencias se encontraron entre las fases

postsalado y maduracién en bodega y secado y maduracion en bodega.

11.1.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LOS HONGOS

Se obtuvieron un total de 338 cultivos puros, de los cuales 146 se aislaron del jamén y
192 del ambiente. Todos ellos se identificaron a nivel de género mediante métodos
tradicionales en base a sus caracteristicas macroscdpicas y microscépicas (véase apartado II.5.
de Material y Métodos). En la Figura 20 se observa la morfologia tipica de algunas de las
colonias crecidas sobre medio de cultivo DRBC y la imagen microscdpica de los conididforos de

los géneros con mayor frecuencia de aislamiento.
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A)

B)

)

Figura 20. Aspecto macroscépico y microscopico de un cultivo de A) Penicillium; B) Aspergillus; C)
Cladosporium.

En ambos tipos de muestras (jamén y ambiente) los géneros mayoritariamente
aislados fueron Penicillium (221 aislados, 65,45%), Aspergillus (54 aislados, 15,89%) vy
Cladosporium (47 aislados, 13,81%) (Tabla 13). Otros géneros encontrados fueron
Byssochlamys (7 aislados, 2,05%), Trichoderma (4 aislados, 1,18%) y Alternaria (2 aislados,

0,58%). En menor frecuencia se aislaron Acremonium, Pleospora y Engyodontium con 1 aislado
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cada uno. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Comi y col. (2004), Nufez y

col. (1996) y Sutic y col. (1972), aunque en estos trabajos también identificaron hongos

pertenecientes al género Eurotium con una gran frecuencia de aislamiento.

Tabla 13. Géneros fungicos aislados (%)1 en las diferentes etapas de produccién del jamon.

SECADERO 1 SECADERO 2
. Jamén Ambiente Jamén Ambiente

Genero PP & ms® PP 8 MS PP s M’ PP & M TOTAL
Penicillium 2,36 7,37 0,88 0,29 11,50 6,78 12,09 7,08 7,37 3,24 6,49 65,45
Aspergillus 6,78 0,59 0,88 3,24 0,29 0,559 1,76 0,59 0,29 0,88 15,89
Cladosporium 0,29 0,29 3,83 0,88 0,58 0,88 2,06 1,18 0,88 1,77 0,88 0,29 13,81
Byssochlamys 0,88 0,29 0,29 0,59 2,05
Trichoderma 1,18 1,18
Alternaria 0,29 0,29 0,58
Acremonium 0,29 0,29
Pleospora 0,29 0,29
Engyodontium 0,29 0,29

1Porcentaje calculado sobre el total de aislamientos (338 cepas)

2Etapas muestreadas: Postsalado (P), Secado (S), Maduracion en bodega-Secado Natural (MS), Maduracion en
bodega (M).

En las muestras procedentes de jamédn, el género predominante fue Penicillium con
121 cultivos aislados (62,96%), seguido por Aspergillus con 31 aislados (16,13%) y
Cladosporium con 29 aislados (15,09%). Estos resultados difieren de los obtenidos en otros
estudios en los que el género mayoritario encontrado fue Aspergillus seguido por Penicillium
(Cantoni y col., 1977; Huerta y col., 1987). Por otro lado, otros autores como Battilani y col.
(2007) aislaron el género Penicillium como predominante en los 7 secaderos que investigaron,
oscilando su frecuencia de aislamiento entre el 38% y el 90%, mientras que el género
Aspergillus no fue aislado a partir de muestras de jamdn. En menor frecuencia se aislaron
hongos de los géneros Byssochlamys (3,12%) Trichoderma (2,08%) y Alternaria (0,29%) con 6, 4
y 1 aislados, respectivamente. Las cepas de Penicillium se aislaron en su mayor parte de S2 (88
colonias, 72% del total), habiéndose aislado el 50% de éstos en la etapa de secado. Por otro

lado, las cepas de Aspergillus se aislaron en su mayor parte de S1 (23 colonias, 75% del total),
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habiéndose aislado el 100% de éstos en la etapa de secado natural. Estos resultados son
similares a los obtenidos en otros estudios en los que identificaron el género Penicillium como
mayoritario en las etapas iniciales, desde postsalado hasta mitad de bodega, y el género
Aspergillus como mayoritario al final de la maduracion (Leistner y Rédel, 1975; Monte y col.,
1986; Nufiez y col., 1996; Pitt y Hocking, 1985). No obstante, Penicillium es el género
predominante durante todo el procesado, tanto en las etapas iniciales como en las finales, lo
qgue difiere de los resultados obtenidos en dichos estudios. No se encontraron diferencias
entre ambos secaderos en lo que respecta a la frecuencia de aislados de Cladosporium, al

haberse aislado 15 (51%) y 14 (49%) colonias de S1y S2, respectivamente (Figura 21).

WJamén B Ambiente

Figura 21. Representacion de los distintos géneros fungicos aislados en jamdn y ambiente en ambos
secaderos.

En las muestras procedentes de ambiente, el género predominante fue Penicillium con
101 cultivos aislados (68,85%), seguido por Aspergillus con 23 aislados (15,14%) y
Cladosporium con 18 aislados (12,39%) (Tabla 13). Estos resultados coincidieron con los
obtenidos en los estudios realizados por Battilani y col. (2007), Comi y col. (2004) y Spotti y col.

(1988), en los que también se identific6 como género predominante Penicillium. No obstante,
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la frecuencia de aislamiento de Penicillium en dichos estudios fue todavia mayor, al ser ésta
del 94% frente al 69% obtenido en el presente trabajo. En menor frecuencia se aislaron hongos
de los géneros Acremonium (0,68%), Alternaria (0,68%), Byssochlamys (0,68%), Engyodontium
(0,68%) y Pleospora (0,68%), todos ellos con 1 aislado. De los géneros mencionados, Alternaria
se habia aislado de forma esporadica en distintos tipos de jamones con anterioridad (Huerta y
col., 1987; Rojas y col., 1991).

Respecto a los aislamientos de Penicillium, es necesario sefialar que se aislaron cepas
de Penicillium en proporcién muy similar en ambos secaderos (43 colonias en S1 (42%) y 58
colonias en S2 (58%)). Sin embargo, si se tiene en cuenta la etapa de procesado si que se
pueden establecer diferencias entre ambos secaderos. En el caso de S2 se aislé Penicillium en
todas las etapas (25 colonias (43%) en postsalado, 11 (19%) en secado y 22 (38%) en
maduracién en bodega) mientras que, en S1, el 90% de los aislados de Penicillium (39
colonias) procedieron de las ultimas etapas (maduracidon y secado natural). Estos datos se
correlacionan con los observados por Battilani y col. (2007), donde se demuestra que el
aumento progresivo de la temperatura a lo largo del ciclo productivo favorece el crecimiento
de Penicillium en el ambiente, por lo que su frecuencia de aislamiento es también mayor en las
Ultimas etapas del procesado. Los aislados de Aspergillus procedieron en su mayor parte de S1
(16 colonias, 79%). En lo que respecta a los aislados de Cladosporium, el 41% del total se
obtuvo de S1y el 59% del total de S2 (8 y 10 colonias respectivamente).

Cabe destacar que, al igual que en otros trabajos realizados con anterioridad, en los
géneros mayoritarios existe una correlacién entre la frecuencia de aislamiento obtenida a
partir del ambiente y la obtenida a partir de las muestras de jamodn (Battilani y col., 2007; Comi
y col., 2004; Huerta y col., 1987). Asi, las elevadas frecuencias de aislamiento obtenidas para
los géneros Penicillium (69%), Cladosporium (12%) y Aspergillus (9,5%) en ambiente se
corresponden también con elevados porcentajes de aislamiento en jamoén 63%, 15% y 16%,

respectivamente. Estos resultados podrian indicar que la colonizacién fungica de los jamones
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viene determinada por los hongos presentes en el ambiente de las camaras. Este fenémeno
fue previamente descrito en los trabajos de Huerta y col. (1987) y Nufez y col. (1996). Por ello,
es de gran importancia el control del ambiente de las cdmaras de procesado, ya que la
micoflora presente en las mismas va a condicionar su calidad sensorial asi como la posible
contaminacién por hongos potencialmente toxigénicos en el producto. En el caso de los
géneros minoritarios como Byssochlamys, Trichoderma, Alternaria, Acremonium,
Engyodontium y Pleospora, no se observd dicha relacién entre las frecuencias de aislamiento

de las muestras de jamén y ambiente.

111.1.3. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS HONGOS AISLADOS

111.1.3.1. CARACTERIZACION MOLECULAR DE PENICILLIUM MEDIANTE ap-PCR

Las 221 cepas de Penicillium aisladas en las muestras de jamdn y ambiente de ambos
secaderos se caracterizaron molecularmente mediante la amplificacién arbritaria de
fragmentos del ADN gendmico utilizando los siguientes cebadores especificos: [(GAC)s],
[(GACA),] vy [(GACAG);] (véase apartado II.6. de Material y Métodos). La utilizacién de dichos
cebadores proporciond entre 3 y 10 productos de amplificacién, con un tamafio que oscilaba
entre 100 pb y 1500 pb (Tabla 14). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Martinez-
Culebras y col. (2009) y Schena y col. (1999) en los cuales obtuvieron productos de
amplificacion de caracteristicas similares empleando dichos cebadores para tipificar hongos
del género Aspergillus y Aureobasisium. En algunos casos, los productos obtenidos dieron
como resultado distintos patrones de bandas dependiendo del cebador empleado (Figura 22).
La Tabla 15 muestra los patrones de bandas obtenidos para cada uno de los cebadores. Tal y
como puede observarse, se obtuvieron 8 patrones de bandas para el cebador [(GAC)s], 19

patrones de bandas para el cebador [(GACA),] y 20 patrones de bandas para el cebador
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[(GACAG);]. Sin embargo, el 42,2% de las cepas estudiadas mostraron un patrén de bandas

Unico.

Tabla 14. Tamano de los fragmentos de amplificacion por ap-PCR obtenidos con cada uno de los
cebadores utilizados : [(GAC)s], [(GACA)4] y [(GACAG);].

Patron Productos de amplificacion (pb)

GAC-1 250+300+350+375+600+650+700+800+850+900
GAC-2 250+300+600+650+700+850+875

GAC-3 250+300+650+700+975+1000

GAC-4 250+500+650+850+875

GAC-5 250+300+400+500+850+900+110

GAC-6 250+300+400+600+900

GAC-7 250+300+400+600+650+700+900+950

GAC-8 250+300+500+600+650+850+875+900

GACA-1 500+650+800+850+875+900+1000+1100+1200
GACA-2 700+800+850+900+1000

GACA-3 650+700+750+800+900+950

GACA-4 250+300+350+500+600+700+850

GACA-5 400+500+600+700+800+1000+1100

GACA-6 450+550+800

GACA-7 800+950+1050+1075+1150

GACA-8 700+850+900+975+1000+1100

GACA-9 900+1050+1200+1250

GACA-10 250+350+450+500+600+800+900+1000

GACA-11 250+300+350+550+650+850+1000

GACA-12 550+650+750+850+975+1050

GACA-13 450+500+700+800+900+1050

GACA-14 350+550+700+850+900+1050+1100+1300
GACA-15 300+500+550+900+1000+1100+1200+1350
GACA-16 250+500+600+700+800

GACA-17 500+600+900+1000+1150+1200+1300+1350
GACA-18 400+500+900+1000+1100+1200+1300+1500
GACA-19 250+400+500+800+900

GACAG-1 300+500+550+600+700+750+950
GACAG-2 400+500+700+750+1000+1100
GACAG-3 350+700+900+1000+1100

GACAG-4 350+375+400+500+600+700+800+900
GACAG-5 500+700+850+900

GACAG-6 300+350+450+500+600+750+1100
GACAG-7 500+600+700+800+900+1100
GACAG-8 400+450+600+650+1000

GACAG-9 350+400+500+600+700+800
GACAG-10 400+500+600+650+800+900+1000
GACAG-11 250+350+450+500+600+700+800+950
GACAG-12 100+200+300+400+600

GACAG-13 200+250+350+450+600+750
GACAG-14 400+500+600+750+850+900+1000
GACAG-15 200+300+400+500+600+750+850+900
GACAG-16 300+500+600+800+900

GACAG-17 400+500+550+600+700+1100+1150+1200
GACAG-18 300+350+600+700+800+1000
GACAG-19 300+500+600+650+700+1000
GACAG-20 700+800+850+900+1300
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Figura 22. Patrones de bandas obtenidos tras la amplificacion de ADN gendmico de las cepas
mediante los cebadores especificos [(GAC)s], [(GACA),] y [(GACAG);]. Los carriles M se corresponden
con el marcador de pesos moleculares (GenRuler™ 100 bp Plus Dna Ladder). Las cepas 72, 72a,y 72b
dieron lugar al mismo patrén de bandas con el cebador [(GAC)s], las cepas 133, 133a, 133b, 133c,
133d, 133e, 133f y 133g y las cepas 132, 132a, 132b, 132d, 132e y 132f presentaron el mismo patrén
con el cebador [(GACA),] y las cepas 1y 1ay las cepas 17, 17c y 18 dieron lugar al mismo patrén de
bandas con el cebador [(GACAG);] (Tabla 15).
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Tabla 15. Patrones de bandas obtenidos con cada uno de los cebadores especificos empleados en la
caracterizacion molecular de las cepas de Penicillium aisladas: [(GAC)s], [(GACA),] Y [(GACAG);]. Las
cepas seleccionadas para secuenciar se encuentran resaltadas en rojo. El tamafio de los fragmentos de
amplificacién que componen cada patron se indica en la Tabla 14.

Patrén Cepas

GAC-1 H09-17c, H09-7101/12/2014 HO9-76¢, H09-83a, H09-89, H09-90, HO9-97

GAC-2 H09-98d, H09-99, H09-100a, H09-101d, H09-102, H09-103c¢, H09-103d

GAC-3 H09-44, H09-70b, H09-75, H09-75a, H09-75b, H09-75d, H09-75e, H09-75g, HO9-75h

GAC-4 H09-42, H09-42a, H09-46, H09-48a, H09-48b, H09-48¢c, H09-98a, H09-98b

GAC-5 H09-22b, H09-22c, H09-22d, H09-22e, H09-22f, H09-22g, H09-22h

GAC-6 H09-23b, H09-23¢c, H09-23d, H09-58, H09-58a, H09-58e, H09-58f, H09-59d, H09-96, H09-96a

GAC-7 H09-24a, H09-25, H09-49,H09-54, H09-54a, H09-54b, H09-54c¢, H09-76b, HO9-76g, H09-82, H09-83, H09-88,
H09-91, H09-93, H09-100, H09-101a

GAC-8 H09-72, H09-72a, H09-72b, H09-80, H09-133, H09-133a, H09-133b, H09-133d, H09-133e, H09-133f, H09-133g

GACA-1 H09-1b, H09-17, H09-17a, H09-18, H09-33

GACA-2 H09-22a, H09-22b, H09-22¢, H09-22d, H09-22e, H09-22f, H09-22g, H09-22h

GACA-3 H09-23b, H09-23c, H09-80, H09-92

GACA-4 H09-48b, H09-48c, H09-100a

GACA-5 H09-49, H09-54, H09-54a, H09-54b, H09-54c¢

GACA-6 H09-56, H09-58, H09-58a

GACA-7 H09-28, H09-28a, H09-31, H09-31a, H09-58¢c, H09-58e, HO9-58f, H09-59, H09-59a

GACA-8 H09-30, H09-30a

GACA-9 HO09-35, H09-36, H09-39, H09-42a, H09-46

GACA-10 H09-48d, H09-55

GACA-11 H09-75h, H09-76b, H09-76e, H09-76h, H09-83a, H09-89, H09-97

GACA-12 98a, H09-98b

GACA-13 H09-101c, H09-101d

GACA-14 H09-104, H09-104d, H09-104e, H09-104g, H09-104h, H09-104i, H09-104j

GACA-15 H09-104l, H09-104m, H09-108, H09-108a

GACA-16 H09-126, H09-126a

GACA-17 HO09-113, HO09-122

GACA-18 H09-133, H09-133a, H09-133b, H09-133c, H09-133d, H09-133e, H09-133f, H09-133g

GACA-19 H09-132, H09-132a, H09-132b, H09-132d, H09-132e, H09-132f

GACAG-1 H09-1, H09-1a

GACAG-2 HO09-17, HO9-17c, H09-18

GACAG-3 H09-22b, H09-22¢c, H09-22d, H09-22e, H09-22f, H09-22g, H09-22h

GACAG-4 H09-23b, H09-23c, H09-23d, H09-24a

GACAG-5 H09-28, H09-282

GACAG-6 H09-30, H09-30a

GACAG-7 H09-38, H09-39, 42, H09-42a

GACAG-8 H09-54, H09-54a, H09-54b, H09-54c¢

GACAG-9 H09-58e, H09-58f, H09-59d

GACAG-10 H09-71b, H09-73

GACAG-11 HO09-72, H09-72a

GACAG-12 HO09-88, H09-91

GACAG-13  H09-76b, H09-76g
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Patron Cepas

GACAG-14  H09-98a, H09-98b
GACAG-15 HO09-98d, H09-99

GACAG-16  H09-101, H09-101b, H09-101d
GACAG-17  H09-104, H09-104b, H09-104c, H09-104d, H09-104e, H09-104g, H09-104h, H09-104i, H09-104j, H09-104Kk,

H09-104l, 104m, H09-108, H09-108a

GACAG-18 HO09-126, H09-126a
GACAG-19 H09-132, H09-132a, H09-132b, H09-132d, H09-132e, H09-132f, H09-132g
GACAG-20 H09-133, H09-133a, H09-133b, H09-133c, H09-133d, H09-133e, H09-133f, H09-133g

La seleccién de cepas de Penicillium a secuenciar se llevd a cabo atendiendo a las
caracteristicas morfoldgicas y a los diferentes patrones de ap-PCR obtenidos para los tres
cebadores especificos empleados. De todos aquellos grupos de cepas que presentaron
patrones distintos con estos marcadores, se selecciond una cepa como representante (Tabla
15). Por otra parte, con el fin de comprobar si las cepas que presentaron los mismos patrones
moleculares tenian también la misma secuencia ITS-5,8S del ADN ribosomal, de los grupos mas
numerosos se secuencid mas de una cepa, procurando que éstas tuviesen distintos origenes
(jamén o ambiente; S1 o S2) y que presentaran ligeras diferencias en sus caracteristicas
morfoldgicas. Asimismo, también se seleccionaron para secuenciar cepas que no presentaron

un patron de bandas idéntico a ninguna otra cepa.

111.1.3.2. SECUENCIACION DE LA REGION 5.8S-ITS DEL ADN RIBOSOMAL

Con el fin de llevar a cabo una identificacion de los hongos mas precisa, nos
planteamos analizar las secuencias ITS-5,85 del ADN ribosomal (véase apartado Il.7. de
Material y Métodos). Del total de las 338 cepas aisladas, se seleccionaron 74 cepas para
secuenciar utilizando como criterios la variabilidad morfoldgica y molecular. De las 74 cepas
secuenciadas, 59 fueron cepas de Penicillium y 15 de otros géneros. El andlisis electroforético

de los productos de la amplificacion reveld la presencia de una Unica banda de
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aproximadamente 650 pb (Figura 23). El tamafio de esta banda fue igual en todas las cepas

analizadas.

— — ) D . e D) i

Figura 23. Gel de agarosa con marcador de pares de bases (M; GeneRuler ™ 100bp Plus DNA Ladder) y

bandas de ADN fungico amplificado (carriles 1 — 8).

Tabla 16. Identificacidon molecular de las cepas mediante secuenciacién de la regién 5,85-ITS.

Especie N2 Cepas Cddigo de cepa OTA CPA Procedencia® N2 EMBL®> Tamafo®
Alternaria alternata 1 H09-10 Ambiente (M; S1) KC009771 522
Alternaria tenuissima 1 H09-9 Ambiente (M; S1) KC009770 529
Aspergillus ruber 1 H09-29 Jamédn (M; S1) KC009779 468
Aspergillus niveoglaucum 1 H09-47 Jamén (M; S1) KC009789 554
Aspergillus repens 1 H09-78 Ambiente (P, S2)  KC009799 509
Byssochlamys spectabilis 2 H09-8 Ambiente (P, S1)  KC009769 563
H09-43 Jamédn (M; S1) KC009788 588
Cladosporium cladosporioides 3 H09-5 Ambiente (M; S1) KC009766 444
H09-128 Jamoén (S; S2) KC009834 498
HO09-131 Jamoén (M; S2) KC009837 513
Cladosporium sphaerospermum 1 H09-130 Jamon (P; S2) KC009836 493
Engyodontium album 1 H09-77 Ambiente (M; S2)  KC009798 490
Penicillium atramentosum 1 H09-86 Jamédn (M; S2) KC009803 531
Penicillium atroveneteum 1 H09-2 Ambiente (M; S1) KC009765 484
Penicillium brevicompactum 1 H09-75 Ambiente (S; S2) KC009596 568
Penicillium carneum 1 H09-106 Jamén (M; S2) KC009821 609
Penicillium chrysogenum 13 H09-13 Ambiente (M; S1) KC009772 553
HO09-16 Ambiente (M; S1) KC009773 610
H09-22 Ambiente (P, S1) KC009774 610
H09-24 Ambiente (M; S1) KC009775 551
H09-25 Ambiente (M; S1)  KC009776 552
H09-35 Jamoén (S; S1) KC009783 484
H09-52 Jamoén (S; S1) KC009790 549
H09-82 Ambiente (S; S2) KC009801 544
H09-100 Jamén (M; S2) KC009815 601
H09-107 Jamén (P; S2) KC009822 549
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Especie N2 Cepas Cddigo de cepa OTA CPA Procedencia® Ne EMBL> Tamafio®
H09-109 + Jamon (M; S2) KC009823 544
H09-114 Jamoén (P; S2) KC009826 613
H09-116 Jamén (S; S2) KC009827 465
Penicillium commune 24 H09-1 Ambiente (M; S1) KC009764 587
H09-6 Ambiente (M; S1) KC009767 484
H09-27 + Jamoén (M; S1) KC009777 548
H09-28 Jamon (S, S1) KC009778 587
H09-37 + Jamon (S; S1) KC009785 551
H09-38 Jamén (M; S1) KC009786 549
H09-39 + + Jamédn (M; S1) KC009787 549
H09-72 + Ambiente (M; S2)  KC009793 541
H09-73 + Ambiente (P; S2)  KC009794 536
H09-80 + Ambiente (S; S2)  KC009800 588
H09-83 + Ambiente (M; S2)  KC009802 574
H09-89 Jamon (S; S2) KC009806 547
H09-90 + + Jamén (M; S2) KC009807 546
H09-92 + Jamon (S; S2) KC009809 537
H09-93 + Jamoén (M; S2) KC009810 536
H09-97 Jamon (S; S2) KC009812 613
H09-99 + + Jamén (M; S2) KC009814 613
H09-101 Jamon (S; S2) KC009816 613
H09-102 + Jamon (S; S2) KC009817 611
H09-103 + Jamén (M; S2) KC009818 613
H09-104 + Jamon (S; S2) KC009819 613
H09-118 Jamon (S; S2) KC009828 603
H09-122 + + Jamon (S; S2) KC009831 604
H09-127 + Jamon (S; S2) KC009833 613
Penicillium echinulatum 1 H09-34 + Jamén (M; S1) KC009782 552
Penicillium expansum 1 H09-87 Jamédn (M; S2) KC009804 539
Penicillium glabrum 1 H09-36 Jamon (S; S1) KC009784 540
Penicillium italicum 1 H09-129 Jamédn (M; S2) KC009835 550
Penicillium lanosum 1 H09-74 + Ambiente (M; S2) KC009795 433
Penicillium nalgiovense 3 H09-30 Jamédn (M; S1) KC009780 485
H09-54 Jamén (M; S1) KC009791 565
H09-76 Ambiente (S; S2)  KC009797 485
Penicillium polonicum 5 H09-33 Jamén (M; S1) KC009781 537
H09-88 Jamon (S; S2) KC009805 436
H09-91 Jamon (S; S2) KC009808 544
H09-98 + + Jamodn (M; S2) KC009813 503
H09-112 + + Jamodn (S; S2) KC009824 604
Penicillium solitum 1 H09-113 + Jamoén (S; S2) KC009825 475
Penicillium sumatrense H09-59 Ambiente (S; S2) KC009792 442
Penicillium verrucosum 3 H09-120 + Jamoén (S; S2) KC009829 611
H09-121 + Jamén (M; S2) KC009830 611
H09-126 + + Jamoén (M; S2) KC009832 586
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Especie N2 Cepas Codigo de cepa OTA CPA Procedencia® Ne EMBL® Tamafio®
Pleospora herbarum 1 H09-7 Ambiente (P, S1) KC009768 536
Trichoderma citrinoviridae 1 H09-105 Jamén (M; S2) KC009820 764
Trichoderma longibrachiatum 1 H09-95 Jamédn (M; S2) KC009811 837

Procedencia: Postsalado (P), Secado (S), Maduracién (M), Secadero 1 (S1), Secadero 2 (S2)
’Numero de acceso del GenBank a la secuencia de la region 5,85-ITS
*Tamafio de la secuencia expresado en pares de bases (pb)

Dentro del género Penicillium, se identificaron un total de 16 especies diferentes. La
especie predominante fue Penicillium commune (24 cepas, 32,43%) seguida de Penicillium
chrysogenum (13 cepas, 17,57%) (Tabla 16, Figura 24). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otros trabajos en los que también aislaron P. commune y P. chrysogenum como
especies predominantes en diversos productos cdrnicos curados (Monte y col., 1986; Nufiez y
col., 1996; Rodriguez y col., 1998; Lépez-Diaz y col., 2001; Sdrensen y col., 2008). Sin embargo,
difieren en parte con otros estudios en los que ademas de identificar como predominantes las
especies P. commune y P. chysogenum, identificaron como mayoritarios Penicillium expansum
(Nufiez y col., 1996), Penicillium frequentans, Penicillium verrucosum, Penicillium lanoso-
coeruleum y Penicillium lanoso-griseum (Comi y col., 2004). También difieren con los
resultados de otros estudios, donde Penicillium nalgiovense fue la especie con mayor nimero
de aislamientos (Battilani y col. 2007, Asefa y col.,, 2009; Samson y col., 2004a; Samson y
Frisvad, 2004). Por el contrario, Unicamente el 4,05% de las cepas aisladas en el presente
trabajo pertenecieron a dicha especie. Respecto a la procedencia de las especies mayoritarias,
P. commune se aisld principalmente en la superficie del producto (Figura 25). Este hecho es
mas evidente en el S2 donde se obtuvieron frecuencias de aislamiento de 37,5% y 16,67% a
partir de las muestras de secado y maduracién del jamdn, respectivamente, mientras que las
frecuencias de aislamiento obtenidas a partir del ambiente de postsalado, secado vy
maduracién fueron de 4,17%, 4,17% y 8,33%, respectivamente. Sin embargo, no se detectaron
grandes diferencias entre las frecuencias de aislamiento de P. chrysogenum obtenidas en

ambos tipos de muestras. Asi, el 43,95% de las cepas se aislaron en el ambiente y el 53,83% se
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aislaron a partir de la superficie del producto (Figura 25). Ademas de estas dos especies de
Penicillium predominantes, también se aislaron cepas pertenecientes a las siguientes especies
de Penicillium: Penicillium atramentosum (1 cepa), Penicillium atroveneteum (1 cepa),
Penicillium brevicompactum (1 cepa), Penicillium carneum (1 cepa), , Penicillium echinulatum
(1 cepa), Penicillium expansum (1 cepa), Penicillium glabrum (1 cepa), Penicillium italicum (1
cepa), Penicillium lanosum (1 cepa), Penicillium nalgiovense (3 cepas), Penicillium polonicum (5
cepas), Penicillium solitum (1 cepa), Penicillium sumatrense (1 cepa) y Penicillium verrucosum
(3 cepas). En este sentido, diversos trabajos aislaron como especies mayoritarias en jamon
curado P. nalgiovense, P. verrucosum y P. nordicum (Asefa y col., 2009; Battilani y col., 2007;
Samson y col., 2004a; Samson y Frisvad 2004; Sonjak y col., 2011). Sin embargo, en nuestro

estudio no se aislaron cepas de P. nordicum.

Otros

Byssochlamys spectabilis
Penicillium verrucosum
Penicillium nalviogense
Cladosporium cladosporioides
Penicillium polonicum
Penicillium chrysogenum

Penicillium commune 32,43

Figura 24. Frecuencias de aislamiento (%) de las principales especies identificadas
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Figura 25. Frecuencias de aislamiento (%) de las especies mayoritarias identificadas en cada etapa.

111.2. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS CEPAS DE PENICILLIUM

Puesto que la mayor parte de los hongos aislados fueron cepas pertenecientes al

género Penicillium, en este capitulo se ha fijado como objetivo profundizar en las relaciones

taxondmicas entre las diferentes cepas de Penicillium aisladas en este trabajo.

111.2.1. ARBOL FILOGENETICO

Para realizar el estudio filogenético se agruparon aquellas cepas que presentaron

secuencias idénticas de entre las 59 cepas de Penicillium secuenciadas. De este modo, se

seleccioné una cepa representante de cada grupo de secuencias para incluirlas en el analisis

filogenético, obteniendo un total de 31 cepas representantes. La Tabla 17 muestra las

agrupaciones de cepas con idéntica secuencia 5,85-ITS y la cepa representante de cada una de

ellas. Asi, las relaciones filogenéticas observadas para las cepas representantes fueron

extrapolables al conjunto de cepas cuya secuencia resultd ser idéntica y que no estan incluidas
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en el arbol. Ademads, en el analisis se incluyeron 23 secuencias de Penicillium obtenidas de la

base de datos del GenBank (véase apartado I.7.5. de Material y Métodos).

Tabla 17. Agrupacién de cepas con secuencia 5,8S-ITS idéntica.

Cepa representante Cepas de secuencia idéntica

H09-2 H09-75

H09-22 H09-116; H09-24; H09-16; H09-100; H09-82; H09-109; HO9-114

H09-36 H09-59

H09-39 H09-34; H09-38; H09-104; H09-122; H09-92; H09-72; H09-73; H09-6
H09-80 H09-27; H09-93

H09-103 H09-89; H09-37; H0S-127; H09-118; H09-101; H09-28; H09-97; H09-102

Las cepas resaltadas en rojo resultaron productoras de OTA, en azul productoras de CPA y en verde resultaron
productoras de OTA y CPA.

El arbol obtenido mediante el método de “Neighbor-Joining” se muestra en la Figura 26.
En él puede observarse el grado de similitud entre las secuencias ITS que presentan las
diferentes cepas. Asi, las cepas H09-39, H09-83, H09-33, H09-99, H09-120, H09-90, H09-80 y
H09-126 presentaron secuencias idénticas y se agruparon con las cepas de referencia P.
commune EF200099, P. commune AJ004813, P. echinulatum AB479316 y P. camemberti
AJ004814. Sin embargo, aunque la cepa H09-121 se encontraba préxima filogenéticamente a
dicha agrupacion, presentd ligeras diferencias en sus secuencias. Como era lo esperado segln
la identificacion molecular realizada, la cepa H09-121 resulté ser P. verrucosum KC009830 y se
encontraba préxima filogenéticamente con la cepa de referencia P. verrucosum AB479317.
Asimismo, los resultados obtenidos para las cepas H09-39, H09-83, H09-99, H09-90 y H09-80
eran de esperar ya que tras la identificacién resultaron ser P. commune KC009787, P.
commune KC009802, P. commune KC009814, P. commune KC009807 y P. commune KC009800,
respectivamente, y todas ellas presentaron una homologia del 100% en sus secuencias. Por
otro lado, tal y como se observa en la Figura 26, las cepas H09-98 y H09-113 se emparejaron y
se encontraban préximas filogenéticamente con las cepas H09-88, H09-112 y H09-91, las

cuales presentaron secuencias ITS idénticas. Estos resultados eran los esperados ya que las
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cepas H09-98, H09-88, H09-112 y H09-91 resultaron ser P. polonicum KC009813, P. polonicum
KC009805, P. polonicum KC009824 y P. polonicum KC009808, respectivamente, y se agruparon
con la cepa de referencia P. polonicum GU566221. Sin embargo, la cepa de referencia P.
viridicatum AJO05482 también presentd idéntica secuencia que dicha agrupacién. En este
sentido, la revisién taxondmica realizada por Frisvad y Samson (2004) clasifica a P. polonicum y
P. viridicatum dentro de la misma serie dentro del subgénero Penicillium (seccién Viridicata,
serie Viridicata), por lo que este hecho podria justificar la proximidad filogenética observada
en dichas cepas en este estudio. Del mismo modo, otra relacidon taxondmica representada es la
existente entre las cepas H09-87 y H09-129, las cuales se emparejaron con un valor de
“bootstrap” del 82% y se encontraban préximas filogenéticamente con la cepa H09-52.
Asimismo, cabe sefalar que las cepas H09-87 y H09-129 resultaron ser P. expansum KC009804
y P. italicum KC009835, respectivamente. A este respecto, Samson y col. (2004b) estudiaron
las relaciones filogenéticas del subgénero Penicillium empleando la secuencia del gen que
codifica la B-tubulina. Asi, dicho estudio puso de manifiesto que ambas especies eran cercanas
filogenéticamente, por lo que dicho hallazgo podria justificar la similitud filogenética
observada en este trabajo entre P. expansum KC009804 y P. italicum KC009835. Asimismo, tal
y como era de esperar, las cepas H09-30, H09-76 y H09-54, identificadas como P. nalgiovense
KC009780, P. nalgiovense KC009797 y P. nalgiovense KC009791, respectivamente, presentaron
secuencias idénticas y se agruparon con la cepa de referencia P. nalgiovense AJ004895. Sin
embargo, la cepa H09-1, que resultd ser P. commune KC009764, presentd una homologia del
100% con las secuencias de dicha agrupacion. Por otro lado, tal y como se observa en la Figura
26, la cepa H09-103, identificada como P. commune KC009818, presenté una homologia del
100% con las cepas de referencia P. crustosum EF634415 y P. crustosum X82361. A este
respecto, es necesario sefialar que P. commune y P. crustosum pertenecen a la serie
Camemberti de la seccién Viridicata dentro del subgénero Penicillium, por lo que este hecho

podria justificar la homologia observada en este estudio entre ambas cepas. Asimismo, otra
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relacidn taxonédmica observada es la existente entre las cepas H09-25, H09-22, H09-106 y H09-
107. En este sentido, las cepas H09-25 y H09-22 presentaron secuencias idénticas y se
identificaron como P. chrysogenum KC009776 y P. chrysogenum KC009774, respectivamente.
Del mismo modo, las cepas H09-106 y H09-107 también presentaron una homologia del 100%
en sus secuencias. Sin embargo, tras la identificacion la cepa H09-106 resulté ser P. carneum
KC009821 y la cepa H09-107 se identificé como P. chrysogenum KC009822, pertenecientes
segun la clasificaciéon taxondmica realizada por Frisvad y Samson (2004) a la seccion Roqueforti
y Chrysogena del subgénero Penicillium, respectivamente. Por otra parte, segun lo esperado
por los resultados obténidos en la identificacion molecular, la cepa H09-86 presentd idéntica
secuencia ITS que la cepa de referencia P. atramentosum AF033483, con un valor de
“bootstrap” significativo, es decir, superior al 75%. Asimismo, cabe destacar la cepa H09-74,
identificada como P. lanosum KC009795, ya que fue completamente diferente del resto de
secuencias y no se pudo agrupar con ninguna de ellas, por lo que seria necesario incluir en el
analisis filogenético secuencias de diversas cepas de dicha especie. Del mismo modo, la Figura
26 muestra la relacién filogenética existente entre la cepa HO09-2, identificada como P.
atroveneteum KC009784, y la cepa de referencia P. brevicompactum EF634441. Sin embargo,
aunque se emparejaron en el estudio, el valor de “bootstrap” de dicha agrupacién no fue
significativo. Finalmente, tal como cabia esperar la cepa H09-36, que resultd ser P. glabrum
KC009784, se agrupd con la cepa de referencia P. glabrum GU372903 con un valor de
“bootstrap” de 84%.

Como se menciond previamente en la introduccidn, la taxonomia cldsica divide el género
Penicillium en cuatro subgéneros, entre los que se encuentra el subgénero Penicillium formado
por hongos de morfologia teverticilada. Asi, todas las cepas incluidas en el arbol genealdgico, a
excepcion de la cepa P. canescens AF034463, pertenecen a este subgénero, ya que a él
pertenecen las especies productoras de OTA y CPA y la mayoria de las especies que colonizan

los alimentos. En el analisis filogenético se observa la escasa divergencia existente entre



79

. RESULTADOS Y DISCUSION

diferentes cepas, al encontrarse todas ellas muy proximas filogenéticamente. Cabe destacar
que en el arbol existen cuatro agrupaciones en las que cepas de referencia pertenecientes a
diferentes especies resultaron tener secuencias iguales y por ello aparecian emparejadas. Asi,
las cepas de referencia P. echinulatum AB479316, P. camemberti AJ004814, P. commune
EF200099 y P. commune AJ004513; P. polonicum GU566221 y P. viridicatum AJ0O05482; P.
griseofulvum GQ305305 y P. granulatum DQ681334 y P. meleagrinum EF198531 y P. canescens
AF034463 presentaron las mismas secuencias. Este hecho reafirma la premisa realizada por
Mossel (1983) en la que afirmaba que el género Penicillium presenta una verdadera
complejidad taxondmica y dificultad en la identificacidn de sus especies. No obstante, hay que
sefialar que las especies P. echinulatum, P. camambertiy P. commune estdn clasificadas dentro
de la misma seccidn dentro del subgénero Penicillium (seccién Viridicata) y, concretamente, las
especies P. camemberti y P. commune se incluyen dentro de la misma serie (serie
Camemberti). De igual forma, también se encuentran proximas filogenéticamente las especies
P. polonicum y P. viridicatum, al pertenecer ambas a la serie Viridicata. Este hecho podria
justificar en cierto modo el que dichas cepas presenten las secuencias ITS1 e ITS2 iguales, y por
ello aparezcan juntas en la misma agrupacion. Asi, para identificar aquellas cepas que no se
resuelven bien con las regiones ITS, seria necesario secuenciar otras genes que presenten

mayor especificidad y si permitan diferenciar entre especies tan préximas filogenéticamente.

Por otro lado, como era de esperar ninguna cepa del analisis presentd homologia con las
cepas de referencia P. meleagrinum EF198531 y P. canescens AF034463. Estas se incluyeron en
el andlisis filogenético debido a la elevada frecuencia de aislamiento, a partir de jamén y
ambiente, que han presentado dichas especies en otros trabajos, como por ejemplo el
realizado por Peintner y col. (2000). No obstante, en ningln caso se han aislado cepas

pertenecientes a P. meleagrinumy P. canescens en el presente trabajo.
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Figura 26. Arbol filogenético sin raiz obtenido mediante el método de “Neighbor Joining”, utilizando el modelo de Jukes-
Cantor para estimar las distancias. Los nimeros en los nodos indican el porcentaje de réplicas en las que aparece la
agrupacion determinada al realizar el analisis por remuestreo de 1000 réplicas segin el modelo de “bootstrap”. En el
arbol se incluyen las secuencias pertenecientes a las cepas utilizadas como referencia, asi como las secuencias de las
cepas de Penicillium identificadas a partir de las muestras de jamdn y ambiente. Las cepas resaltadas en rojo resultaron
productoras de OTA, resaltadas en azul productoras de CPA y resaltadas en verde resultaron productoras de OTA y CPA.
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1ll.2.2. DENDROGRAMA

Debido a la escasa diversidad genética observada entre las secuencias 5,8S-ITS de
algunas cepas de Penicillium, se realizé un estudio de los productos de amplificacion
resultantes de la caracterizacién molecular realizada de todas las cepas de Penicillium aisladas
(véase apartado 11.6.3. de Material y Métodos). Asi, tal y como se ha descrito con anterioridad,
se amplific6 el ADN gendmico de un total de 233 cepas de Penicillium mediante ap-PCR
empleando los cebadores [(GAC)s], [(GACA).] y [(GACAG);], 221 de las cuales se habian aislado
en nuestro estudio y 12 se incluyeron como cepas de referencia. Como resultado de dicha
reaccion se obtuvieron un total de 3315 bandas, de las cuales el 100% fueron polimdrficas para
todas las cepas analizadas. La Figura 27 muestra el dendrograma resultante a dicho analisis, el
cual muestra las relaciones genéticas entre todas las cepas de Penicillium que conformaron la
poblacién de estudio (véase Anexo). Tal y como puede observarse en dicha figura, el
dendrograma puede ser dividido en 2 agrupamientos principales: grupo Ay grupo B.

El grupo A esta formado por el 97% del total de cepas incluidas en el analisis y puede
subdividirse a su vez en dos subgrupos principales: A; y A,. Respecto al primero de ellos, esta
formado por un total de 218 cepas pertenecientes a 16 especies diferentes de Penicillium. En
este sentido, cabe sefalar que la procedencia de aislamiento de cada una de las cepas que
integraron este subgrupo fue diversa, ya que incluia cepas aisladas tanto en jamén como
ambiente de los dos secaderos muestreados. Sin embargo, las agrupaciones de cepas
genéticamente idénticas y entre cepas que presentaron un coeficiente de similitud genética
elevado (superior a 0,75) estaban formadas todas ellas por cepas procedentes de la misma
fuente de aislamiento. Asi, las cepas H09-54, H09-54a, H09-54b y H09-54c, las cuales
presentaron el mismo patrén de bandas con los tres cebadores empleados, se aislaron de la
superficie del jamén durante la etapa de maduracién en el S1 (Figura 28). También, las cepas
H09-133a, H09-133, H09-133g y H09-133f se aislaron del jamdn durante la etapa de

maduracién en el S2 y resultaron genéticamente idénticas. Del mismo modo, resultados
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similares se observaron en las relaciones filogenéticas observadas entre las cepas H09-108b,
H09-108 y H09-108a, las cuales procedian de la superficie del jamdén durante la etapa de
maduracién del S2 y presentaron un coeficiente de similitud elevado (0,95) (Figura 29). Por
ello, estos resultados podrian sugerir que la fuente de aislamiento de cada cepa tuvo
correlacién con las relaciones filogenéticas existentes entre los aislados de las agrupaciones
con coeficientes de similitud genética superiores a 0,75. Sin embargo, cabe mencionar que
dado que ninguna de las agrupaciones de cepas genéticamente idénticas estaba formada por
cepas aisladas de ambiente y jamén dentro de la misma etapa en el mismo secadero, dicho
hallazgo no apoyaria los resultados obtenidos en diversos estudios en los cuales concluyeron
que la micobiota de la superficie del producto es consecuencia de la colonizacién de hongos
presentes procedentes del ambiente de las cdmaras de elaboracién (Battilani y col., 2007;
Comi y col., 2004). Por otro lado, algunas de las relaciones genéticas representadas en el
dendrograma no sugirieron la existencia de ningln vinculo entre éstas y la clasificacion
taxondmica de las cepas. Asi, las cepas H09-34 y H09-113, identificadas como P. echinulatum
KC09782 y P. solitum KC009825, respectivamente, presentaron una elevada distancia genética,
con un coeficiente de similitud genética de 0,129, a pesar de pertenecer ambas a la serie
Solita, de la seccién Viridicata dentro del subgénero Penicillium. Del mismo modo, las cepas
H09-76a, H09-76b, H09-76¢c, H09-76d, H09-76e, H09-76f, H09-76g y H09-76h, clasificadas
segln sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas dentro de la misma serie del
subgénero Penicillium (serie Chrysogena, seccién Chrysogena), presentaron una escasa
similitud genética. En cambio, cabe sefialar que las agrupaciones observadas entre las cepas
aisladas en el estudio y las cepas de referencia correspondieron, por lo general, con los
resultados obtenidos en la identificacidon molecular. Asi, las cepas H09-120 y H09-121,
identificadas como P. verrucosum KC009829 y P. verrucosum KC009830, respectivamente,
fueron genéticamente idénticas a las cepas de referencia P. verrucosum CBS 325.92 y P.

verrucosum CBS 302.48, respectivamente. También, las cepas H09-104, identificada como P.
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commune KC009819, y H09-114, identificada como P. chrysogenum KC009826, resultaron ser
genéticamente idénticas a las cepas de referencia P. commune CBS 109822 y P. chrysogenum
CECT 20753, respectivamente. Del mismo modo, la semejanza genética observada entre la
cepa H09-87 y las cepas de referencia P. expansum CECT 2279 y P. expansum CECT 2278 era la
esperada, ya que tras la identificacion molecular la cepa H09-87 resultd pertenecer a la misma
especie fungica (P. expansum KC009804). De igual forma, se observaron relaciones similares
entre la cepa H09-88, que resulté ser P. polonicum KC009805, y la cepa de referencia P.
polonicum CBS 101479 las cuales presentaron un coeficiente de similitud genética elevado
(0,769). Sin embargo, es necesario indicar que en el dendrograma aparecié una agrupacion en
la que se observaba una elevada semejanza genética entre cepas de referencia pertenecientes
a diferente especie. Asi, las cepas de referencia P. camemberti CECT 2267 y P. citrinum CECT
20822 presentaron un coeficiente de similitud de 0,875. Respecto al subgrupo A,, estd
formado por las cepas H09-55, H09-57 y H09-48d, las cuales presentaron un coeficiente de
similitud genética reducido (0,351) respecto al subgrupo A;. Asimismo, cabe sefialar que las
cepas que formaron dicho subgrupo presentaban diferente procedencia. Asi, la cepa H09-57 se
aislé del ambiente de la etapa de maduracidon de S2, la cepa H09-48d se aislé6 en jamdn
durante la etapa de secado de S1 y la cepa H09-55 procedia del jamdn durante la etapa de
maduracién de S1. Sin embargo, la similitud genética observada entre ellas fue baja ya que

presentaron un coeficiente de 0,309.

[GAC]s [GACA], [GACAG];
A A

H09-54¢
H09-54b
H09-542

H09-54 |

Figura 28. Patrones de bandas de ap-PCR obtenidos con [GAC]s, [GACA], y [GACAG]; a partir de las cepas
H09-54, H09-54a, H09-54b y H09-54c. Las cepas presentaron los mismos patrones para los 3 cebadores
empleados: patron GAC-7 (cebador [GAC]s), patrén GACA-5 (cebador [GACA],) y patron GACAG-8
(cebador [GACAG];) y resultaron genéticamente idénticas en el analisis.



84 | . RESULTADOS Y DISCUSION

[GAC]s [GACA], [GACAG];
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Figura 29. Patrones de bandas de ap-PCR obtenidos con [GAC]s, [GACA], y [GACAG]; a partir de las cepas
H09-108b, H09-108 y H09-108a. Las cepas presentaron los mismos patrones para los cebadores [GACA],
(patréon GACA-15) y [GACAG]; (patron GACAG-17) y resultaron genéticamente semejantes en el andlisis,
con un coeficiente de similitud de 0,95.

El grupo B esta formado por un total de 6 cepas: H09-48, H09-48a, H09-48b, H09-48c,
H09-19 y H09-19b (Figura 30). Tal y como puede observarse, dicho grupo presentd una
divergencia genética elevada respecto al grupo A, ya que el coeficiente de similitud obtenido
entre ambas agrupaciones fue de los mas reducidos observados en el estudio (0,382).
Respecto a las relaciones genéticas existentes entre las cepas del grupo B, destaca la
observada entre las cepas H09-48c, H09-48b, H09-48a y H09-48 ya que resultaron
genéticamente idénticas y fueron aisladas todas ellas de la misma fuente, concretamente de la
superficie del jamdn durante la etapa de secado de S1. Por ello, estos resultados concordarian
con los observados en el grupo A ya que también podrian sugerir que la fuente de aislamiento
de cada cepa tuvo correlacién con las relaciones filogenéticas existentes en las agrupaciones
con similitud genética elevada (coeficiente superior a 0,75). Sin embargo, aunque las cepas
H09-19b y H09-19 también procedian de la misma fuente de aislamiento, la similitud genética

observada en dicha agrupacion fue reducida, con un coeficiente de 0,553.

H0S-19b ]
H09-19 )

H09-48¢ —_—

HO09-48b
H09-48a
H09-48 |

Figura 30. Agrupacién B del dendrograma representado en la Figura 27.

Finalmente, cabe sefialar que las relaciones filogenéticas observadas tras el analisis de

la region 5,8S-ITS de las cepas no correspondieron con las observadas tras el estudio del ADN
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gendmico mediante ap-PCR. En este sentido, aquellas cepas que presentaron una homologia
del 100% en sus secuencias ITS mostraron escasa similitud genética tras la caracterizacién del
ADN gendmico. Asi, por ejemplo las cepas H09-112 y H09-91 presentaron una homologia en
sus secuencias ITS del 100% pero mostraron una baja semejanza genética, con un coeficiente
de similitud de 0,370. Del mismo modo, las cepas H09-25 y H09-22 presentaron secuencias ITS
idénticas pero tras el estudio de su ADN gendmico obtuvieron un coeficiente de similitud de
0,172. Por ello, al igual que los resultados obtenidos tras el analisis de las secuencias ITS, este
hallazgo reafirma también la premisa realizada por Mossel (1983) en la que relata la verdadera
dificultad taxondmica del género Penicillium, siendo en ocasiones necesario secuenciar otros
genes que presenten mayor especificidad y permitan discernir entre especies genéticamente
proximas. De igual forma, es necesario también destacar que las relaciones filogenéticas
observadas en ambos andlisis, representadas en el arbol filogenético y el dendrograma, no
sugirieron la existencia de ninguna correlacion entre el potencial toxigénico de las cepas y los
resultados obtenidos tras el estudio genético. En este sentido, tal y como se observa en las
Figuras 26 y 27 las cepas productoras de OTA y/o CPA, resaltadas en color rojo, verde y azul en

ambas figuras, no formaron ninguna agrupacion ni distribucion aparente en dichos analisis.

111.3. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA Y OTA IN VITRO

En este apartado se ha fijado como objetivo principal estudiar la capacidad de producir CPA y
OTA in vitro de las cepas identificadas en el estudio. Para detectar y cuantificar la produccion
de CPA y OTA en medio de cultivo se realizaron analisis cromatograficos de 2 muestras de cada
una de las 74 cepas secuenciadas, obtenidas al 142 y 212 dia de incubacién para el CPAy al 72y
142 dia de incubacidon para la OTA (véase apartado 11.9.1. de Material y Métodos). Los
resultados de la deteccién y cuantificacion de CPA y OTA para cada una de las cepas

productoras se muestran en la Tabla 18. En ella se indica el porcentaje de cepas productoras
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de CPA, de OTA y de ambas micotoxinas por cada especie, intervalo de produccion y valor

medio de cada una, ambos expresados en pg/g de medio de cultivo.

11.3.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA IN VITRO

En la Figura 31 se muestra el cromatograma completo y el espectro de absorcidn de
una muestra positiva a CPA. Tal y como se puede observar en el cromatograma, el pico de CPA
aparecid a un tiempo de retencién de 9,6 minutos. Por otra parte, se puede observar el
espectro caracteristico del CPA que presenta dos picos maximos de absorcién a una longitud

de onda 279 nm.

1.600—
[ mAu

CPA- 21 - 2,650

1.000—
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Figura 31. Cromatograma de una de las muestras inyectadas. Se observa un pico de CPA a 9,650
minutos. Se observan espectros de absorcion caracteristicos (longitud de onda de 279 nm), lo que
confirma que dicho pico corresponde con el CPA.

Tal y como se representa en la Figura 32 y la Tabla 18, un 37,84% de las 74 cepas
analizadas (28 cepas) resultaron productoras de CPA, de las cuales 13 (46,43%) lo hicieron a los
14 dias de incubacioén, 15 (53,57%) a los 21 dias de incubacion y 7 cepas (25%) produjeron la
micotoxina indistintamente a los 14 y 21 dias de incubacién. Todas las cepas productoras de
CPA pertenecian al género Penicillium. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras
investigaciones en las que el género Penicillium fue la principal fuente de contaminacion de
CPA en jamdn curado y otros productos carnicos (Bailly y col., 2005; Lépez-Diaz y col., 2001;

Moldes-Anaya y col., 2009; Nufiez y col., 2007; Soriano del Castillo, 2007). Del mismo modo, en
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relacidn al tiempo necesario para producir CPA, algunas cepas dieron positivo a los 14 dias de
incubacién pero posteriormente el andlisis a los 21 dias dio negativo, lo que podria sugerir una
posible degradacion del CPA en otros metabolitos. A este respecto, el trabajo realizado por
Bailly y col. (2005) en el que evaluaron la estabilidad del CPA en el jamén curado contradice el
resultado obtenido, ya que éste concluye que el CPA permanece estable durante mds de 192
horas bajo temperaturas de entre 4 y 209C. Del mismo modo, en otras cepas se detecté CPA
en ambas extracciones (dias 14 y 21) mientras que en otras se detectd CPA Unicamente en la
segunda extraccién. Estos resultados difieren de los obtenidos por Finoliy col. (1999), donde la
produccién de CPA in vitro de todas las cepas de Penicillium estudiadas se produjo
indistintamente a los 7, 14 y 30 dias de incubacion. Asimismo, tampoco se correlacionan con
los resultados obtenidos por Sanchez y col. (2008) ya que en dicho estudio la produccién de
CPA in vitro se produjo tras 4 dias de incubacidn. Finalmente, cabe sefialar que el 78,57% (22
cepas) de las cepas que resultaron productoras de CPA in vitro se habian aislado de la
superficie del jamdn y que el 78,57% del total de cepas productoras procedia de S2.

En relacién a las especies productoras de CPA, un total de 10 especies diferentes de
Penicillium presentaron dicha capacidad: P. commune, P. polonicum, P. verrucosum, P.
echinulatum, P. solitum, P. atramentosum, P. chrysogenum, P. lanosum, P. atroveneteum y P.
carneum con un rango de produccién de 0,11 a 5206,10 ug/g de medio de cultivo. Entre ellas,
P. commune fue la especie con mayor capacidad para producir CPA en este estudio ya que el
62,5% de las cepas resultaron ser productoras, con un promedio de produccién de 1168,28
ug/g de medio de cultivo y un valor maximo de produccion de hasta 5206,10 pg/g de medio de
cultivo. En este sentido, la capacidad de P. commune de producir CPA es sobradamente
conocida y se ha sido puesto de manifiesto en multiples trabajos (Andersen, 1995; Bullerman
1997; Finoli y col., 1999; Frisvad, 1986; Frisvad y Thrane, 1996; Gqaleni y col., 1996; Moldes-
Anaya y col., 2009; Mantle, 1991; Moss, 1991; Nufez y col., 2007; Ostry y Polster, 1989; Pitt,

1997; Polonelli y col., 1987; Sanchez y col., 2008; Soriano del Castillo, 2007). Asi, kozlovsky y
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col. (2014) demostraron la produccién de esta micotoxina in vitro por parte de cepas de P.
commune aisladas en salchichas ahumadas, alcanzando concentraciones de hasta 188 ug/g de
medio de cultivo. Del mismo modo, Lopez-Diaz y col. (2001) evaluaron la capacidad toxigénica
de la biota fungica presente en la superficie del chorizo de “Cantimpalos”, concluyendo que el
100% de las cepas de P. commune eran productoras de CPA in vitro. Resultados similares se
obtuvieron en el estudio realizado por Sosa y col. (2002). En él evaluaron la capacidad de
produccién de CPA por cepas de P. commune aisladas en jamén curado y las condiciones
necesarias para la sintesis de dicha micotoxina. En dicho estudio todas las cepas de P.
commune aisladas fueron productoras de CPA y la mayor produccién de la micotoxina se
produjo en valores de 0,96 de a, y 30°C de temperatura ambiente, condiciones que se
reproducen durante la etapa de estufaje del jamdn. Asi, dada la elevada frecuencia de
aislamiento de P. commune detectada en este trabajo (32,43% del total de aislados) y en
multiples estudios realizados en jamon y otros productos carnicos (Bailly y col., 2005; Lopez-
Diaz y col., 2001; Moldes-Anaya y col., 2009; Nufiez y col., 2007; Soriano del Castillo, 2007),
estos resultados parecen indicar la existencia de un riesgo potencial de contaminacion por CPA
en dichos alimentos.

Aunque con menor nimero de cepas productoras que P. commune, otros aislados
pertenecientes a las especies P. polonicum, P. verrucosum, P. echinulatum, P. solitum y P.
atramentosum produjeron CPA con valores medios de 1818,81, 123,46, 66,31, 23,56 y 15,6
ug/g de medio de cultivo, respectivamente. En este sentido, no se han encontrado estudios en
los que se describan estas especies como productoras. Entre las micotoxinas que pueden
producir si estd demostrado que producen se encuentran: verrucosidina (P. polonicum),
ocratoxina A (P. verrucosum), arisugacin A (P. echinulatum), viridicatol (P. solitum) vy
roquefortina C (P. atramentosum) (Frisvad y Filtenborg, 1983; Larsen y col., 2001; Nufiez y col.,
2000 y 2007). Del mismo modo, el 30,77% de los aislados de P. chrysogenum resultaron

también ser productores de CPA en este estudio. En este sentido, ElI-Banna y col. (1987a y
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1987b) relataron la capacidad de producir CPA por parte de P. chrysogenum. Sin embargo,
posteriormente los estudios realizados por Cole y Scheweikert (2003) y Frisvad y col. (2004)
concluyeron que la capacidad de producir CPA habia sido asignada erréneamente a P.
chrysogenum en dichos trabajos. En este sentido, la taxonomia del género Penicillium
subgénero Penicillium se considera especialmente dificil y puede haber dado a errores en la
identificacion. Por ello, los trabajos que evallan la capacidad toxigénica de especies
pertenecientes a dicho subgénero pueden dar lugar también a resultados contradictorios. Asi,
dado que determinadas cepas de P. chrysogenum se emplean como cultivos iniciadores en
diversos productos cdrnicos, es necesario unificar y estandarizar las técnicas de identificacion
flingica asi como de extraccion y determinaciéon de micotoxinas. Por ello, aunque en este
trabajo el nivel de produccién de CPA fue relativamente bajo (3,8 pug/g de medio de cultivo),
seria necesario profundizar en la identificacién taxondmica de las cepas de P. chrysogenum

productoras con el fin de confirmar la capacidad toxigénica.
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Figura 32. Cepas productoras de OTA y CPA entre las cepas representantes con 25 °C de incubacion.
Para la produccién de OTA la 12 y 22 extraccion corresponden con el 72 y 142 dia de incubacidn,
respectivamente, y para el CPA corresponden con el 142y 212 dia de incubacion, respectivamente.



90

. RESULTADOS Y DISCUSION

11.3.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE OTA IN VITRO

En la Figura 33 se muestra el cromatograma completo y los espectros de fluorescencia
y ultravioleta de una muestra positiva de OTA. Tal y como se puede observar en el
cromatograma de fluorescencia, el pico de OTA aparecid a un tiempo de retencién de 4,392
minutos. Por otra parte, se puede observar espectro de ultravioleta caracteristico de la OTA
gue presenta dos picos maximos de absorcidon a 231,6 nm y 332,3 nm. La deteccién mediante
ultravioleta es menos sensible que la deteccién por fluorescencia, pero nos aporta la seguridad
que el pico que estamos observando se corresponde con la sustancia analizada. Mediante este
tipo de comprobaciéon se pueden verificar aquellos picos de fluorescencia que pudieran
presentar dudas y confirmar que se trata de OTA y no de otra sustancia que también produce

fluorescencia a la misma longitud de onda.
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Figura 33. Cromatograma de una de las muestras inyectadas. Se observa un pico de OTA a 4,392
minutos. Se observan espectros de absorcion caracteristicos (longitud de onda de 330 nm), lo que
confirma que dicho pico corresponde con la OTA.

Respecto a la produccidon de OTA, de las 74 cepas analizadas un 14,86% (11 cepas)
resultaron productoras de OTA, de las cuales 6 (54,54%) lo hicieron a los 14 dias de incubacion,
5 (45,45%) a los 7 dias, y 2 cepas (18,18%) producian OTA indistintamente a los 7 y 14 dias de
incubacidn, perteneciendo todas las cepas productoras de OTA al género Penicillium (Figura

32). Estos resultados se aproximan a los obtenidos por Xinghong y col. (2006) en los que un
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porcentaje de cepas ligeramente superior resultaron ser ocratoxigenicas . La identificacion de
cepas productoras de OTA en jamdn y otros productos carnicos también se ha descrito en
otros trabajos (El-Kady y col., 1994; Nufiez y col., 1996; Sosa y col., 2002; Spotti y col., 2001a;
Wu y col.,, 1974). En relacién al tiempo necesario para producir OTA, se detectdé una
variabilidad similar a la observada en la produccién de CPA. Asi, se dio el caso que algunas
cepas produjeron OTA en el dia 7, pero después el andlisis de OTA a los 14 dias dio negativo, lo
gue sugiere una posible degradaciéon de la molécula de OTA a otros compuestos. Esto no
ocurrié en otras cepas y la OTA se detectd tanto a los 7 dias como a los 14. Finalmente,
también se dio el caso de otras cepas en las que se detectd la OTA solamente a los 14 dias y no
a los 7 dias. Con estos resultados se muestra la variabilidad existente entre las diferentes cepas
en relaciéon al tiempo necesario para que produzcan la micotoxina. Estos resultados no se
correlacionan con lo observado por Battilani y col. (2007), donde la produccién de OTA in vitro
se produjo siempre a los 7 dias de incubacidn. Es necesario afiadir que, excepto una cepa
productora de OTA (H09-72, P. commune) que procedia de ambiente, el resto de cepas
ocratoxigénicas se aislaron a partir de las muestras de jamén. Por dltimo, cabe destacar que el
81,81% (9 cepas) de los aislados productores de OTA procedia de S2.

Tal como se observa en la Tabla 18, los hongos capaces de producir OTA pertenecen a
las especies P. verrucosum, P. commune, P. polonicum y P. chrysogenum, con valores medios
de produccién de 3,76, 3,71, 0,09 y 0,01 ug/g de medio de cultivo, respectivamente. Por ello,
P. verrucosum fue la especie con mayor capacidad de producir OTA en este estudio, al detectar
dicha capacidad en el 100% de las cepas aisladas, con un valor maximo de produccién de 7,50
ug/g de medio de cultivo. No obstante, hay que afadir que la frecuencia de aislamiento de P.
verrucosum no es muy elevada (4,05%). Numerosos estudios demuestran dicha capacidad por
parte de cepas de esta especie aisladas a partir de jamén y otros productos cérnicos (Bogs y
col., 2006; Rodriguez y col., 2012). Asi, en el estudio realizado por lacumin y col. (2009) se aisl6

P. verrucosum en el 87,5% de salchichas contaminadas con OTA (en niveles superiores a 1
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ug/kg). Del mismo modo, Larsen y col. (2001) y Pitt y col. (1987) demostraron que P.
verrucosum y P. nordicum eran las principales especies responsables de la produccion de OTA
en carnes.

Por otro lado, uno de los resultados mas interesantes de este analisis cromatografico
es la deteccion de cepas de P. commune productoras de OTA (20,83%), ya que la capacidad de
producir OTA por esta especie es todavia incierta en la actualidad. En este sentido, el trabajo
realizado por Skrinjar y col. (1992) mostré la produccién de OTA por parte de cepas de P.
commune aisladas en piensos. Sin embargo, no realizaron ningun estudio sobre el potencial
ocratoxigénico de las cepas sino que, por el contrario, dicho resultado se basé en la obtencién
de elevadas frecuencias de aislamiento de P. commune a partir de muestras de piensos
contaminadas con OTA. Del mismo modo, Varga y col. (2001) consideraron también a esta
especie como productora de OTA. Sin embargo, dicho hallazgo fue discutido posteriormente
en diferentes estudios (Cole y Schwikert, 2003a y 2003b). Del mismo modo, P. commune no se
considerd productor de OTA en la lista de especies productoras de micotoxinas elaborada por
Frisvad y col. (2004) para el género Penicillium subgénero Penicillium. Por todo ello, aunque
este hallazgo podria sugerir la existencia de cepas de P. commune ocratoxigénicas, cuya
capacidad de producir dicha micotoxina en este estudio alcanzé niveles de hasta 20,40 ug de
OTA/g de medio de cultivo y con una produccién media de 3,71 ug/g de medio de cultivo. En
este sentido, seria necesario realizar estudios morfolégicos adicionales asi como secuenciar
otros genes con el fin de confirmar que estas cepas ocratoxigénicas pertenecen a P. commune.

Otra especie que resultd productora de OTA en un 40% de sus cepas (2 cepas) fue P.
polonicum, con un nivel medio de 0,09 pg/g de medio de cultivo. Se trata de un resultado
sorprendente ya que, a pesar de haberse aislado en alguna ocasién cepas de esta especie
productoras de OTA, no existen estudios previos que hayan aislado cepas ocratoxigénicas de
dicha especie a partir de carnes o productos carnicos (Chen y col., 2011; Stoev y col., 2010).

Por otro lado, 1 cepa de P. chrysogenum resulté ser ocratoxigénica (7,69% del total de esta
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especie). Es necesario indicar que, a pesar de que los trabajos realizados por Mills y Abramson
(1982) y Mills y col. (1989) relataron la existencia de cepas de P. chrysogenum productoras de
esta micotoxina, dichos hallazgos fueron cuestionados posteriormente por lacumin y col.
(2009) y Samson y Frisvad (2004). Sin embargo, recientemente el estudio de Chen y col. (2011)
identific6, mediante secuenciacién del gen que codifica la B-tubulina, una cepa de P.
chrysogenum ocratoxigénica. Asimismo, Czerwiecki (2001) sugirié que esta especie podria ser
productora de OTA, por lo que es otro claro ejemplo de la divergencia existente al respecto
entre los investigadores. No obstante, la cepa productora en nuestro estudio presenté un valor

medio de produccion de 0,01 pg/g de medio de cultivo, siendo éste el mas bajo.



Tabla 18. Concentracion de OTA y CPA (ug/g de medio de cultivo) de las cepas productoras.

Produccion de OTA

Cepas

Especie :\‘ly:’)Cepas gzza(s% p;roductoras Produccién de CPA (ug/g) go.eria; %;)))roductoras (ug/e) oroductoras de
Rango Media Rango Media CPAy OTA (%)
Penicillium commune 24 (32,43) 15 (62,50) 0,30 - 5206,10 1168,28 5(20,83) 0,01-20,40 3,71 4 (16,66)
Penicillium chrysogenum 13 (17,56) 4 (30,77) 0,40 - 13,61 3,8 1(7,69) 0,01-0,01 0,01 0(0)
Penicillium polonicum 5(6,75) 2 (40) 970,90 - 2039,81 1818,81 2 (40) 0,06-0,12 0,09 2 (40)
Cladosporium cladosporioides 3 (4,05) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium nalgiovense 3 (4,05) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium verrucosum 3(4,05)  1(33,33) 38,07-186,72 123,46 3 (100) 0,026-7,50 3,76 1(33,33)
Byssochlamys spectabilis 2(2,70) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Alternaria alternata 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Alternaria tenuissima 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Aspergillus ruber 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Aspergillus niveoglaucum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Aspergillus repens 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Cladosporium sphaerospermum 1 (1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Engyodontium album 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium atramentosum 1(1,35) 1 (100) 15,60 - 15,60 15,6 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium atroveneteum 1(1,35) 1 (100) 1,65-1,65 1,65 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium brevicompactum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium carneum 1(1,35) 1 (100) 0,11-0,35 0,28 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium echinulatum 1(1,35) 1 (100) 66,31 -66,31 66,31 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium expansum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium glabrum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium italicum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium lanosum 1(1,35) 1 (100) 1,75-1,75 1,75 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium solitum 1(1,35)  1(100) 23,56 - 23,56 23,56 0(0) 0 0 0(0)
Penicillium sumatrense 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Pleospora herbarum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Trichodermas citrinoviridae 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Trichoderma longibrachiatum 1(1,35) 0(0) 0 0 0(0) 0 0 0(0)
Cepas totales 74 (100)  28(37,84) 11 (14,86) 7 (9,46)
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Cabe sefialar que un total de 7 cepas mostraron capacidad para producir ambas
micotoxinas, concretamente pertenecientes a las especies P. commune (4 cepas), P. polonicum
(2 cepas) y P. verrucosum (1 cepa), y todas ellas se aislaron a partir de muestras de jamén. A
este respecto, esta es la primera vez que se relata la capacidad de producir OTA y CPA
simultdneamente en una misma cepa perteneciente a dichas especies. Finalmente, es
necesario indicar que el hecho de haber aislado cepas productoras de OTA y CPA in vitro a
partir de muestras de jamdn, no necesariamente implica que esta micotoxina esté presente en
el jamodn. Las diferentes condiciones ambientales del jamdén como la temperatura, humedad
relativa y actividad de agua, pueden influir en la produccién de micotoxinas. Por ello, es
necesario analizar si existe contaminacion de los jamones por micotoxinas producidas por los
hongos que participan en la maduracidon, como por ejemplo OTA y CPA. De este modo, se
podria confirmar si a lo largo del proceso de elaboracién del jamén se dan las condiciones

Optimas para la produccién de micotoxinas por parte de la poblacién fungica micotoxigénica.

111.4. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA Y OTA EN JAMON

En este apartado se ha fijado como objetivo principal detectar y cuantificar la
contaminacion de CPA y OTA en 10 muestras comerciales de jamoén procedentes de los dos
secaderos incluidos en el estudio (S1 y S2) (véase apartados 11.2.2. y 11.9.2. de Material y
Métodos). La Tabla 19 muestra los resultados de la deteccidn y cuantificacion de CPA y OTA de
cada una de las muestras de jamodn analizadas. Los resultados se expresaron en pg/g de
producto. Dicha tabla indica también la procedencia de las muestras asi como las especies

productoras de OTA y/o CPA aisladas de cada jamdén muestreado.

111.4.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CPA EN JAMON
Tal y como puede observarse en la Tabla 19, se detectd CPA en 8 de las 10 muestras

analizadas, con valores comprendidos entre 0,0362 y 2,4955 ug/g de jaman. Dichos resultados
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coinciden con los obtenidos en diversos trabajos en los que también describieron la presencia
de CPA en jamdn curado y otros productos carnicos. En este sentido, Bailly y col. (2005)
detectaron muestras de jamdn curado contaminadas con dicha micotoxina, alcanzado un nivel
maximo de contaminacidon de 50 mg/kg. Del mismo modo, el trabajo realizado por Ostry y
Polster (1989) también obtuvo resultados similares. Asi, detectaron dicha micotoxina en 6
productos alimenticios comerciales diferentes, entre los cuales se encontraba el salami, con
una concentracién maxima de 0,5 pug/kg. Por otro lado, es necesario indicar que, en todas las
muestras positivas a CPA de nuestro estudio se habian aislado cepas productoras de esta
micotoxina in vitro durante la elaboracidn de dichos perniles (Tabla 19). En concreto, la cepa
productora de CPA P. atramentosum H09-86 se aislé durante la fase de maduracién de M1,
cuyo nivel de contaminaciéon con CPA fue de 1,1175 ug/g. Del mismo modo, los aislados
productores de CPA in vitro P. chrysogenum H09-100 y P. commune H09-99 se obtuvieron
durante la maduracién de M2, muestra en la que posteriormente se cuantificé el nivel de
contaminacion de CPA en 0,4345 pg/g. También, las cepas P. commune H09-39 y H09-90, las
cuales mostraron capacidad de producir CPA in vitro, se aislaron durante la maduracién de M4
y M5, respectivamente, en las que el nivel de contaminacién de CPA alcanzé valores de 1,6431
y 0,9732 ug/g, respectivamente. Asimismo, durante el secado y maduracién de la muestra M6,
la cual presentd el mayor nivel de contaminacién de CPA observado en el estudio (2,4955
ug/g), se aislaron las cepas productoras de dicha micotoxina P. commune H09-103 y H09-93.
También, la cepa P. polonicum H09-98, con capacidad de producir CPA in vitro, se aisl6 durante
la maduracion de M7, siendo dicha muestra positiva a CPA con un nivel de contaminacion de
1,3654 pg/g. Del mismo modo, los aislados productores de CPA P. commune H09-27 y P.
echinulatum HO09-34 se obtuvieron durante la fase de maduracién de M9 y MI10,
respectivamente, siendo jamones en los que posteriormente se detectd dicha micotoxina en
concentraciones de 0,6858 y 0,0362 ug/g, respectivamente. Por todo ello, estos resultados

podrian indicar que la contaminacién de CPA observada en las muestras de jamén fue
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consecuencia de la presencia de biota fungica productora de dicha micotoxina durante su
elaboracion. Asi, este hecho coincidiria con en el estudio realizado por Bailly y col. (2005) en el
qgue atribuyeron la presencia de CPA, detectada en diversas muestras de jamdn curado, al
crecimiento de cepas toxigénicas de Penicillium sobre la superficie de las mismas. Por ello, el
elevado porcentaje de muestras de jamdn contaminadas con CPA era un resultado esperado
ya que un elevado porcentaje de las cepas aisladas durante el proceso de elaboracién,
concretamente un 37,84%, mostrd capacidad de producir CPA in vitro. Asimismo, la elevada
frecuencia de aislamiento observada para P. commune (32,43% del total) y el elevado
porcentaje de las cepas de dicha especie que resultaron ser productoras de CPA (62,50%)
justificaria la contaminacién observada en las muestras. En este sentido, cabe sefialar que el
62,5% de las muestras de jamén contaminadas procedia de S2. Asi, dicho hallazgo podria
justificarse por los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad de producir CPA in
vitro realizada sobre las cepas aisladas, ya que el 78,57% de los aislados productores de CPA
procedia de S2. Asi, estos resultados pondrian de manifiesto que las condiciones de procesado
del jamdn son favorables para que los hongos potencialmente productores de CPA produzcan
dicha micotoxina. A este respecto, cabe mencionar que tan solo una de las cepas productoras
de CPA se aislé6 de una muestra no contaminada, en concreto, Unicamente la cepa P.
chrysogenum H09-35, aislada durante la etapa de secado de M3, no fue capaz de desarrollar su

potencial toxigénico durante la elaboracién del mismo.
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Tabla 19. Deteccidn y cuantificacion de OTA y CPA en muestras de jamén.

Codigo Procedencia OTA (ug/g) CPA(pg/g) Especies toxigénicas identificadas’

muestra

M1 S2 0,0116 1,1175 P. atramentosum (H09-86); P. verrucosum (H09-121)
M2 S2 0,0087 0,4345 P. chrysogenum (H09-100); P. commune (H09-99)
M3 s1 <LD’ <LD? P. chrysogenum (H09-35)

M4 S1 0,0043 1,6431 P. commune (H09-39)

M5 S2 0,0100 0,9732 P. commune (H09-90)

M6 S2 0,0077 2,4955 P. commune (H09-103); P. commune (H09-93)
M7 S2 0,0088 1,3654 P. polonicum (H09-98)

M8 s1 <LD’? <LD’? ND’?

M9 S1 0,0021 0,6858 P. commune (H09-27)

M10 S1 <LD’ 0,0362 P. echinulatum (H09-34)

las cepas resaltadas en rojo fueron productoras de OTA, las resultadas en azul fueron productoras de CPA Yy las
resaltadas en verde fueron productoras de OTAy CPA.

’Limite de Deteccién OTA: 0,00125 ug/g; Limite de Deteccién CPA: 0,00015 pg/g
*No detectada

11.4.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE OTA EN JAMON

En relacién a la deteccién y cuantificacion de OTA, se detectd dicha micotoxina en 7
de las 10 muestras analizadas, con valores comprendidos entre 0,0021 y 0,0116 pg/g de jamdn
(Tabla 19). Asimismo, es necesario sefalar que todas las muestras contaminadas con OTA
superarian el limite maximo que estaba establecido en 1ug/kg para productos cérnicos en la
legislacién italiana (no vigente en la actualidad). Estos resultados coinciden con los obtenidos
en diversos trabajos en los también detectaron OTA en un elevado porcentaje de las muestras
analizadas de jamén curado y otros productos carnicos, algunas de ellas superando
concentraciones de 1ug/kg (Escher y col., 1973; Gareis y Scheuer, 2000; Jiménez y col., 2001;
Pietri y col.,, 2006 y 2011; Sharman y col., 1992). En este sentido, Toscani y col. (2007)
investigaron la presencia de OTA en muestras comerciales de jamon curado y jamdén ahumado,
detectando la presencia de dicha micotoxina en el 50% de los productos muestreados.
Asimismo, los niveles de contaminacion de OTA obtenidos en dicho estudio estaban
comprendidos entre 0,11 y 7,28 pg/kg. También, Chiavaro y col. (2002) estudiaron la presencia
de OTA en 42 muestras de jamén curado, 21 de ellas obtenidas tras 6 meses de maduracion y

las 21 restantes obtenidas tras una maduracion de 12 meses. En este caso, detectaron OTA en
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el 66,66% de las muestras de jamén con 6 meses de maduracion y en el 57,14% de las
muestras de jamon con 12 meses de maduracion, de las cuales el 57,69% presentd un nivel de
contaminacion superior a 1 pg/kg. Del mismo modo, otro trabajo que demostrd la
contaminacion de OTA en productos carnicos es el realizado por Monaci y col. (2005), en el
cual el 46,66% del total de muestras de salami analizadas (30 muestras) presentaron
contaminacion con niveles comprendidos entre 60 y 400 pg/g. Igualmente, Zanotti y col.
(2001) obtuvieron resultados similares tras estudiar el nivel de contaminacién de OTA en dicho
producto carnico. Asimismo, lacumin y col. (2009) investigaron la presencia de OTA en
“salchichas secas” producidas de forma artesanal e industrial en el norte de Italia, cuya
principal diferencia radicaba en el empleo o no de cultivos iniciadores durante su maduracion.
Asi, el 37% de los productos elaborados artesanalmente, es decir, sin cultivos iniciadores,
estaba contaminado con OTA mientras que el 58,3% de los productos elaborados de forma
industrial resulté positivo a la presencia de OTA, alcanzando niveles de contaminacion
comprendidos entre 3 y 15 pg/kg. Ademads, cabe mencionar que en dicho estudio Unicamente
se detectd la OTA en la superficie de las salchichas, lo que indicaria una baja capacidad de
difusién de la micotoxina hacia el interior de la pieza. Por otro lado, al igual que lo observado
durante el estudio de la contaminacion por CPA, en 6 de las 7 muestras contaminadas en
nuestro estudio se habian aislado cepas que mostraron capacidad de producir OTA in vitro en
este trabajo (Tabla 19). Concretamente, la cepa ocratoxigénica P. verrusosum H09-121 se aislo
durante la maduracién de M1, cuyo nivel de contaminacién fue el mas elevado observado en
el estudio (0,0116 pg/g). También, las cepas de P. commune H09-99, H09-39 y H09-90, que
resultaron productoras de OTA in vitro, se aislaron durante la etapa de maduracién de M2, M4
y M5, respectivamente, en las cuales se detectd OTA con concentraciones de 0,0087, 0,0043 y
0,0100 pug/g, respectivamente. De igual forma, la cepa ocratoxigénica P. polonicum H09-98 se
aislé durante la maduracién de M7, que presentd un nivel de contaminacion de OTA de 0,0088

ug/g. Por todo ello, estos hallazgos podrian sugerir que la contaminacion de OTA observada en
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las muestras de jamdn fue consecuencia de la presencia de biota flngica ocratoxigénica
durante su elaboracion. Asi, este hecho coincidiria con los resultados obtenidos en diversos
estudios en los que también atribuyeron la contaminacion con OTA detectada en diversos
productos carnicos a los hongos con potencial ocratoxigénico aislados en los mismos (lacumin
y col., 2009; Larsen y col., 2001; Pitt y col., 1987). Del mismo modo, cabe sefalar que el 71,43%
de las muestras positivas procedia de S2. En este sentido, dicho hallazgo podria justificarse por
los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad ocratoxigénica realizada en este
estudio, ya que el 81,81% de los aislados productores de OTA procedia de S2. Sin embargo, es
necesario mencionar que aunque las muestras M6 y M9 presentaron un nivel de
contaminacion de 0,0077 ug/g y 0,0021 pg/g, respectivamente, no se aislaron cepas
productoras de OTA a partir de dichas muestras. A este respecto, diversos trabajos han
justificado la contaminacién de OTA observada en carnes y productos cdrnicos a la
alimentacién del ganado con piensos contaminados (Lusky y col., 1995; Pleadin y col., 2013).
Sin embargo en dichos estudios la OTA se detectd principalmente en visceras y en el interior
de la pieza del producto carnico.

Finalmente, cabe sefialar que la contaminacién observada en este estudio podria
sugerir que el jamdn curado es otra fuente de exposicion del hombre para la OTA y el CPA. Sin
embargo, esta fuente de exposicion, descrita también en diversos estudios, no fue
contemplada para establecer la ingesta tolerable semanal de la OTA, fijada en 120 ng/kg de
peso corporal, ni para establecer la ingesta diaria admisible del CPA, fijada en 10 ug/kg de peso
corporal (Burdock y Flamm, 2000; Reglamento (CE) N2 1881/2006). Por ello, dado el posible
riesgo existente para la salud del consumidor, y puesto que en la actualidad son pocos los
estudios que han investigado la presencia de estas micotoxinas en el jamén curado, seria
necesario profundizar el estudio de la contaminacién de OTA y CPA en este producto.
Asimismo, dado que en la actualidad no existen métodos de descontaminacidn eficaces, la

caracterizacién toxigénica de la biota fungica presente durante la maduracién podria ser una
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medida de control para eliminar o reducir a un nivel aceptable la contaminacién de OTA y CPA
del jamén. Por ello, es necesario evaluar el potencial micotoxigénico de la biota fungica
desarrollada durante su procesado, cuya caracteristica parece estar relacionada con la

contaminacién observada en el producto terminado.

111.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA Y PROTEOLITICA DE LAS CEPAS

En este capitulo se estudid la actividad lipolitica y proteolitica in vitro de las 74 cepas
de hongos previamente identificadas en los capitulos anteriores (véase apartado 11.10 de

Material y Métodos).

111.5.1 ACTIVIDAD LIPOLITICA

Tal y como se observa en la Figura 34, la actividad lipolitica se detectd por la aparicion
de un precipitado alrededor de los micelios fungicos correspondiente a la precipitacién de los
acidos grasos libres con las sales del medio de cultivo. Por su actividad lipolitica, se utilizaron
como cepas control P.camemberti CECT 2267 y P. roqueforti CECT 2905 (Bruna y col., 2003;
Fernandez-Bodega y col., 2009). Los resultados del estudio de la capacidad lipolitica de las
cepas se indican en la Tabla 20. Tal y como puede observarse en la tabla, dicha capacidad se
clasificé en alta, media o baja en funcion del tamafio del halo de precipitado observado (> 10

mm: alta; 10-3 mm: media; < 3 mm: baja).

Figura 34. Cepas de Penicillium con actividad lipolitica alta (> 10mm tamario halo) frente al 4cido laurico
tras su incubacion a 282C durante 15 dias en medio de cultivo Tween-80.
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El 94,59% del total de aislados (70 cepas) presentd actividad lipolitica frente al menos
uno de los acidos grasos testados en el estudio: dcido laurico, acido palmitico, acido estearico
y/o acido oleico. En este sentido, la mayoria de las cepas lipoliticas mostraron esta capacidad
frente al acido laurico y el 4cido oleico, con 68 (91,89%) y 52 cepas (70,27%), respectivamente.
Sin embargo, la actividad lipolitica que presentaron las cepas frente al acido palmitico y
estedrico fue mas moderada, con 29 y 8 cepas positivas, respectivamente. A este respecto,
cabe sefalar que el principal acido graso en la carne de porcino es el acido oleico (759 mg/g),
seguido de acido palmitico (526 mg/g), acido estearico (278 mg/g) y acido laurico (6 mg/g)
(Enser y col., 1996). Por ello, los resultados obtenidos podrian sugerir que la micobiota
presente durante la elaboracién del jamoén desempefia un papel importante en la formacién
del sabor y aroma caracteristico, ya que como consecuencia de la hidrdlisis de estos acidos
grasos, principalmente el acido oleico, se liberarian numerosos compuestos volatiles que
podrian influir en estos atributos sensoriales. En este sentido, Selgas y col. (1999) y Toledo y
col. (1996) probaron que las lipasas producidas por la micobiota desarrollada en superficie de
embutidos curados y otros productos carnicos incrementaban los niveles de acidos grasos
libres en el producto. Asimismo, numerosos autores han estudiado la evolucion de las
caracteristicas organolépticas durante la elaboracidn del jamén, concluyendo que los cambios
lipidicos que experimenta el producto durante su procesado, lipélisis y oxidacion de los acidos
grasos, tienen un gran impacto en la calidad sensorial del producto (Buscailhon y col., 1994a y
1994b; Cava y col., 1997; Flores y col., 1997; Lépez y col., 1992; Marusic y col., 2011; Orddinez y
col., 1996).

En relacidn a la identificacidn de las cepas lipoliticas, el 81,43% de ellas pertenecia al
género Penicillium. En este sentido, diversos trabajos han atribuido la capacidad lipolitica a
dicho género (Alonso, 2004; Seitz, 1990). Asi, Nufiez (1995) y Trigueros y col. (1995) aislaron

cepas de Penicillium con actividad lipolitica a partir de jamdn y embutido. Por ello, este
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hallazgo podria justificar el empleo actual de cepas de Penicillium como cultivos iniciadores en
numerosos productos carnicos, entre los que destacan el jamén ahumado y los embutidos
crudo-curados (Mintzlaff y Christ, 1973; Mintzlaff y Leistner, 1972; Leistner y col., 1980;
Leistner, 1986; Kunz y col., 1982; Racovita y Racovita, 1971). En este trabajo, un total de 14
especies de Penicillium resultaron ser lipoliticas: P. atramentosum, P. atroveneteum, P.
brevicompactum, P. carneum, P. chrysogenum, P. commune, P. echinulatum, P. expansum, P.
italicum, P. nalgiovense, P. polonicum, P. solitum, P. sumatrense y P. verrucosum. Entre ellas P.
commune y P. chrysogenum fueron las que mostraron mayor actividad lipolitica. A este
respecto, todas las cepas de P. commune aisladas (24 cepas) presentaron actividad lipolitica
frente a alguno de los acidos grasos testados. Concretamente, la cepa H09-72 produjo lipdlisis
en todos los acidos grasos incluidos en el estudio (acido laurico, palmitico, estearico y oleico) y
la cepa H09-127 produjo lipdlisis en el acido oleico, palmitico y laurico. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Huerta y col. (1988), Molina y Toldra (1992) y Nufiez (1995)
en los que también aislaron cepas de P. commune con actividad lipolitica en la superficie del
jamodn curado. Asimismo, la actividad de la lipasa producida por cepas de P. commune aisladas
en jamoén ha sido clasificada como actividad media en diversos trabajos (Nufez, 1995; Nufiez y
col., 1996). En relaciéon a P. chrysogenum, todas las cepas aisladas resultaron ser lipoliticas
frente a alguno de los acidos grasos incluidos en el estudio. En concreto, cabe destacar la cepa
H09-22 que presentd actividad lipolitica frente todos los acidos grasos testados. Diversos
trabajos han descrito la capacidad lipolitica de esta especie con anterioridad (Chander y col.,
1980; Galvalisi y col., 2012; Sunesen y Stahnke, 2003). A este respecto, Martin y col. (2006)
detectaron un aumento significativo del nivel de compuestos volatiles, generados por la
hidrélisis y oxidacidn de los acidos grasos, a partir de muestras de jamén inoculadas con cepas
de P. chrysogenum. Del mismo modo, Galvalisi y col. (2012) estudiaron in vitro la produccion
de enzimas extracelulares con capacidad lipolitica por parte de cepas de P. chrysogenum

aisladas en salami. En dicho estudio se concluyd que las cepas producian enzimas lipoliticas si
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la temperatura de incubacion era de 252C mientras que carecian de esta capacidad si la
temperatura de incubacién era de 149C.

Otras cepas que presentaron actividad lipolitica fueron P. polonicum, P. nalgiovense, P.
verrucosum, Cladosporium cladosporioides y Byssochlamys spectabilis con 5, 3, 3, 2 y 2 aislados
con capacidad lipolitica, respectivamente. En relacién a P. polonicum, esta es la primera vez en
la que se detecta dicha actividad en cepas de esta especie. Sin embargo, Polizzi y col. (2012)
aislaron a partir de ambiente cepas de P. polonicum que incrementaron el nivel de compuestos
volatiles organicos in vitro, por lo que dicho hallazgo podria sugerir la capacidad lipolitica por
parte de estas cepas. Con respecto a P. nalgiovense, cabe destacar en este trabajo la cepa H09-
54, ya que presentd actividad lipolitica frente a todos los acidos grasos estudiados. En este
sentido, dicho resultado era el esperado ya que diversos trabajos han aislado cepas de P.
nalgiovense con capacidad de producir reacciones lipoliticas en productos carnicos curados y
fermentados (Andersen, 1995; Asefa y col., 2009; Galvalisi y col., 2012). Por todo ello, al igual
que P. chrysogenum, P. nalgiovense también se emplea como cultivo iniciador durante la
elaboracion de diversos productos carnicos, tanto por su marcada actividad lipolitica, la cual
contribuye al desarrollo del aroma y sabor del producto, como por la formacién de una capa
blanca protectora sobre la superficie del mismo (Leistner, 1990; Sunesen y Stahnke, 2003). En
relacidn a P. verrucosum, diversos estudios describieron la capacidad lipolitica de esta especie.
Asi, Glenza y Ben Jaballah (1985) y Pinto-Kempka y col. (2008) demostraron dicha capacidad in
vitro. Sin embargo, dado que la capacidad toxigénica de determinadas cepas de P. verrucosum
ha sido evidenciada en multiples trabajos, la presencia de esta especie en los alimentos se
considera indeseable (Cabafies y col., 2010; Comi y col., 2004; Gareis y Scheuer, 2000; Pietri y
col., 2006; Rodriguez y col., 2012; Schmidt-Heydt y col., 2012). Finalmente, respecto a C.
cladosporioides y B. spectabilis, su capacidad para producir lipdlisis es incierta. A este respeto,
Chinaglia y col. (2012), Dabirian (2005) y Venkatesagowda y col. (2012) aislaron cepas con

actividad lipolitica de C. cladosporioides y otras especies de Cladosporium procedentes de
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semillas oleaginosas, leche y otras fuentes no alimentarias. Sin embargo, estos hallazgos
difieren de los obtenidos por Oliveira y col. (2010) ya que en dicho trabajo no se detectd
actividad lipolitica en cepas de Cladosporium aisladas del ambiente. Del mismo modo, no
existen estudios que hayan descrito la actividad lipolitica de B. spectabilis.

En menor medida, Alternaria alternata, Alternaria tenuissima, Aspergillus
niveoglaucum, Aspergillus repens, Aspergillus ruber, Cladosporium sphaerospermum,
Engyodontium album, P. atramentosum, P. atroveneteum, P. brevicompactum, P. carneum, P.
echinulatum, P. expansum, P. italicum, P. solitum, Pleospora herbarum, Trichoderma
longibrachiatum y P. sumatrense resultaron lipoliticos con 1 aislado productor cada uno. En
este sentido, diversos autores han detectado la produccién de lipasas in vitro, frente al acido
ldurico, por cepas de A. alternata, P. brevicompactum y P. expansum (Galvalisi y col., 2012;
Magan y col., 1993; Mohamed y col.,, 1988). Asimismo, cabe destacar la cepa H09-2, P.

atroveneteum, ya que mostré actividad lipolitica frente a todos los acidos grasos testados.



106 | . RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 20. Actividad lipolitica y proteolitica de las cepas identificadas sobre medio de cultivo Tween y PDA-Caseina.

Cepas con

Actividad lipolitica?

Cepas con actividad

Especie Cepas actividad lipolitica ) ) | P 1 Actividad proteolitica’
(%)* Acido laurico Acido palmitico Acido estearico  Acido oleico proteolitica (%)
Penicillium commune HO09-1 +++ T+t +
H09-6 + -
HO09-27 ++ + +
HO09-28 +++ ++
H09-37 +++ +++ +
H09-38 +++ +++ +
H09-39 +++ T+
H09-72 +++ ++ ++ +++
H09-73 ++ ++
HO09-80 ++ ++
H09-83 +++ ++
HO09-89 +++ + 4+
H09-90 +++ +
H09-92 +++ +
H09-93 +++ + +
H09-97 ++ ++ +
H09-99 ++ ++
H09-101 +++ +++ +
H09-102 +++ +++ +
H09-103 ++ ¥ .
HO09-104 + ++
H09-118 +++ ++ +
H09-122 ++ +
H09-127 +++ + +++ +
24 (100) 13 (54,16)
Penicillium chrysogenum HO09-13 +++ T+t +
H09-16 ++ + +++ +
HO09-22 ++ + + T+
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Especie Cepas gft?\izgc??ipolitica 3 i Actividad I|Po||t|ca2 | Cepas con acti\{idad Actividad proteolitica’
(%)* Acido laurico Acido palmitico  Acido estearico  Acido oleico proteolitica (%)
H09-24 + + -
H09-25 + +
H09-35 ++ ++ +++ +
H09-52 +++ ++
H09-82 ++ ++
H09-100 +++ ++
H09-107 ++ ++
H09-109 ++ + +
H09-114 + ++ +
H09-116 ++ ++ +
13 (100) 6 (46,15)
Penicillium polonicum H09-33 +++ + +
H09-88 ++ ++ +
H09-91 +++ + + +
H09-98 ++ ++ +
H09-112 +++ +
5 (100) 3 (60)
Cladosporium cladosporioides H09-5 +++
H09-128 +++ ++ +++
H09-131 +++ +++ +
2 (66,66) 2 (66,66)
Penicillium nalgiovense H09-30 +++ + + +
H09-54 +++ ++ ++ + +
HO09-76 +++ ++ ++ +
3 (100) 3 (100)
Penicillium verrucosum H09-120 +++ + +
H09-121 ++
H09-126 +++ +
3 (100) 1(33,33)
Byssochlamys spectabilis H09-8 ++ + +++ +
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Especie Cepas gft?\izgc??ipolitica 3 i Actividad |iFJO|itica2 3 Cepas con acti\{idad Actividad proteolitica’

(%)* Acido laurico Acido palmitico  Acido estearico  Acido oleico proteolitica (%)

H09-43 + ++

2 (100) 1 (50)
Alternaria alternata H09-10 1 (100) +++ +++ 1 (100) +
Alternaria tenuissima H09-9 1 (100) ++ + 1 (100) ++
Aspergillus ruber H09-29 1 (100) +++ ++ ++ 0 (0)
Cladosporium sphaerospermum  H09-130 1 (100) +++ + ++ 0 (0)
Engyodontium album H09-77 1 (100) +++ +++ ++ 0 (0)
Aspergillus niveoglaucum H09-47 1 (100) + ++ 0 (0)
Aspergillus repens H09-78 1 (100) +++ +++ ++ 0 (0)
Penicillium atramentosum H09-86 1 (100) ++ 1 (100) ++
Penicillium atroveneteum HO09-2 1 (100) +++ ++ + ++ 1 (100) ++
Penicillium brevicompactum H09-75 1 (100) ++ ++ 1 (100) +
Penicillium carneum H09-106 1 (100) ++ +H+ 1 (100) ++
Penicillium echinulatum H09-34 1 (100) ++ +++ 1 (100) +
Penicillium expansum H09-87 1 (100) +++ 1 (100) +
Penicillium italicum H09-129 1 (100) +++ +++ 0(0)
Penicillium solitum H09-113 1 (100) ++ ++ 0 (0)
Pleospora herbarum H09-7 1 (100) ++ +++ 1 (100) +
Trichoderma longibrachiatum H09-95 1 (100) +++ 0 (0)
Penicillium sumatrense H09-59 1 (100) +++ +++ 0 (0)
Penicillium lanosum H09-74 0(0) 1 (100) +
Penicillium glabrum H09-36 0(0) 0 (0)
Trichoderma citrinoviridae H09-105 0 (0) 0 (0)
Total cepas (%)° 70 (94,59) 68 (91,89) 29 (30,19) 8 (10,81) 52 (70,27) 39 (52,70)

1Porcentaje calculado sobre el nUmero de aislados de cada especie flungica.
*Tamafio del halo: (+++) > 10 mm, (++) 3—10 mm, (+) <3 mm.
3Porcentaje calculado sobre el total de aislados (74 cepas).
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111.5.2 ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica de un total de 74 cepas se evalué empleando como sustrato
el medio de cultivo PDA-Caseina durante 15 dias a 282C. Tal y como se observa en la Figura 35,
la actividad proteolitica se detectd por la aparicién de un halo transparente alrededor de los
micelios fungicos correspondiente a la hidrdlisis proteica de la caseina presente en el medio de
cultivo. La capacidad proteolitica de las cepas se clasificd en alta, media o baja en funcién del

tamanio del halo de aclaramiento (> 10 mm: alta; 10-3 mm: media; < 3 mm: baja).

Figura 35. Cepas de Penicillium con actividad proteolitica alta (> 10mm tamafio halo) tras su incubacion
a 282C durante 15 dias en medio de cultivo PDA-Caseina.

Los resultados del estudio de la capacidad proteolitica de las cepas se indican en la
Tabla 20. Tal y como puede observarse en dicha tabla, un total de 39 cepas (52,70% del total)
presentaron actividad proteolitica, entre las cuales el 84,61% pertenecia al género Penicillium.
En este sentido, multiples autores han atribuido capacidad proteolitica a dicho género (Nuiiez,
1995; Rodriguez y col., 1998; Toledano y col., 2011; Venkatesagowda y col., 2012). Asi, tal y
como se ha mencionado anteriormente, este hecho podria ser una de las principales razones
por las que el género Penicillium se emplea en la industria alimentaria como cultivo iniciador
en diversos productos cdrnicos (Leistner, 1986; Leistner y col., 1980; Mintzlaff y Leistner, 1972;
Mintlaff y Christ, 1973; Racovita y Racovita, 1971; Kunz y col., 1982). En el presente trabajo, las
especies que presentaron un mayor niumero de aislados proteoliticos fueron P. commune y P.

chrysogenum, con 13 y 6 aislados productores de protedlisis, respectivamente. A este
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respecto, diversos estudios han descrito la capacidad de cepas de P. commune para producir
reacciones proteoliticas en productos carnicos (Nufiez, 1995; Nufez y col.,, 1996). Asi,
Rodriguez y col. (1998) probaron que cepas de P. commune aisladas de la superficie del jamén
eran capaces de hidrolizar proteinas del tejido muscular, concretamente sarcopldsmicas y
miofibrilares. En este trabajo, cabe destacar especialmente la cepa H09-89 de P. commune, ya
gue presentd una actividad proteolitica alta al producir un halo de aclaramiento superior a
10mm. En relacion a P. chrysogenum, su actividad proteolitica es ampliamente conocida y ha
sido descrita en multiples cepas aisladas de diversos sustratos. Asi, Toledano y col. (2011)
evidenciaron la capacidad proteolitica de una cepa comercial de P. chrysogenum empleando
como sustrato miosina del tejido muscular porcino. Del mismo modo, Trigueros y col. (1995)
detectaron que diversas cepas de P. chrysogenum, aisladas en salchichdn, eran capaces de
producir proteasas si se empleaban medios de cultivo compuestos por proteinas miofibrilares
y sarcopldsmicas procedentes de porcino, siendo dicha produccién mdaxima con valores de pH
7,0 y 22°C de incubacién. Asimismo, Toledo y col. (1997) detectaron un incremento
significativo de compuestos procedentes de reacciones proteoliticas, como nitrégeno soluble
en agua, nitrégeno no proteico, acido fosfotlngstico soluble en nitrégeno, aminoacidos libres y
nitrégeno volatil total, en muestras de salchichdn inoculadas con P. chrysogenum respecto a
muestras no inoculadas. También, en dicho estudio detectaron mayor intensidad proteolitica
en los productos embutidos en tripa natural que en los elaborados con tripa sintética. Del
mismo modo, Céspedes-Sanchez y col. (2001) compararon el nivel de aminoacidos libres y
amonio producidos en jamones inoculados con P. chrysogenum respecto a los no inoculados,
concluyendo que el nivel de productos derivados de la actividad proteolitica era superior en
los productos inoculados. Cabe afadir que multiples autores han descrito una actividad
proteolitica elevada frente a proteinas del tejido muscular porcino de la cepa Pg222 de P.
chrysogenum y que diversos trabajos han purificado y caracterizado su proteasa extracelular

frente diferentes proteinas de origen animal (Benito y col., 2002 y 2003; Chrzanowska y col.,
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1993; Rodriguez y col., 1998; Martin y col., 2001a). Sin embargo, a pesar de los multiples
trabajos que han puesto de manifiesto la elevada capacidad proteolitica de P. chrysogenum, en
este trabajo todas las cepas mostraron una baja actividad ya que el halo de aclaramiento

producido era inferior a 3 mm.

Otras especies proteoliticas fueron P. polonicum, P. nalgiovense y C. cladosporioides,
con 3, 3, y 2 aislados productores de protedlisis, respectivamente. En relacién a P. polonicum,
aunque nunca se ha descrito su capacidad de producir proteasas, Polizzi y col. (2012)
concluyeron que diversas cepas de P. polonicum estaban involucradas en la formacién de
compuestos organicos voldtiles, lo que podria sugerir la capacidad de realizar reacciones
proteoliticas de dichas cepas. Por otra parte, multiples trabajos han demostrado la capacidad
proteolitica de P. nalgiovense. En este sentido, Toledano y col. (2011) evaluaron la actividad
proteolitica de cepas de P. nalgiovense y P. chrysogenum concluyendo que ambas especies
mostraban una actividad proteolitica similar frente a la miosina porcina. También, Galvalisi y
col. (2012) detectaron la produccion de proteasas extracelulares por dos cepas de P.
nalgiovense aisladas en salami. Respecto a C. cladosporioides, su capacidad proteolitica nunca
ha sido descrita en cepas aisladas de alimentos. A este respecto, lakovleva y Kozel'tesev (1994)
probaron su capacidad de hidrolizar coldgeno in vitro y Espinel-Ingroff y col. (1988) estudiaron
su capacidad proteolitica in vitro empleando 26 sustratos diferentes compuestos por gelatina,

leche, caseina y el medio de cultivo Loeffler, elaborado con caldo de ternera y suero de buey.

En menor medida, P verrucosum, B. spectabilis, A. alternata, Alternaria tenuissima, P.
atramentosum, P. atroveneteum, P. brevicompactum, P. carneum, P. echinulatum, P.
expansum, P. lanosum y P. herbarum presentaron actividad proteolitica con 1 aislado
productor cada uno. En relacion a P. brevicompactum y P. expansum, Galvalisi y col. (2012)
detectaron la produccién de proteasas por cepas pertenecientes a dichas especies aisladas en

salami. Asimismo, Rodriguez y col. (1998) describieron la actividad proteolitica de P.
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echinulatum empleando como sustrato caldo de miosina. Respecto a A. alternata, cabe sefalar
gue aunque esta es la primea vez en la que se detecta actividad proteolitica en cepas aisladas
en alimentos, si se ha descrito dicha actividad en cepas fitopatégenas (Dunaevskii y col., 2006).
Del mismo modo, diversos trabajos han mostrado actividad proteolitica en cepas de A.
tenuissima aisladas en productos lacteos. Multiples investigadores estudiaron los factores que
influyen en la produccidn de proteasas por cepas de dicha especie, concluyendo que la
produccién es maxima en sustratos alcalinos compuestos por caseina (Jonson, 1967, 1969a y
1969b; North, 1982). En relaciéon a P. carneum, su actividad proteolitica no se ha descrito
nunca. Sin embargo, se trata de una especie estrechamente relacionada con Penicillium
roqueforti, el cual es ampliamente conocido por su capacidad proteolitica (Boysen y col., 1996;

Fernandez-Bodegay col., 2009; Nielsen y col., 2006).

La actividad proteolitica de las cepas que mostraron una protedlisis clasificada como
alta o media frente el medio de cultivo PDA-Caseina se evalué empleando como sustrato la
miosina porcina. Asi, un total de 6 cepas, concretamente A. tenuisssima (H09-9), C.
cladosporioides (H09-5), P. atramentosum (H09-86), P. atroveneteum (H09-2), P. carneum
(H09-106) y P. commune (H09-89), se incubaron con caldo de miosina y se estudid su
capacidad de hidrolizar dicha proteina. Por su actividad proteolitica, se incluyé en el estudio P.
camemberti (CECT 2267) como cepa de referencia. Los resultados de dicho estudio se
muestran en la Figura 36. Tal y como puede observarse en dicha figura, el andlisis
electroforético de la actividad proteolitica de las cepas estudiadas reveld la apariciéon de
multiples bandas con un tamafio que oscilaba entre 6 y 180 kDa. Asi, el analisis electroforético
confirmé que las cepas que presentaron una mayor actividad proteolitica frente a la caseina, C.
cladosporioides (H09-5) y P. commune (H09-89), mostraron también una mayor hidrdlisis de la
miosina porcina que A. tenuisssima (H09-9), P. atramentosum (H09-86) y P. atroveneteum
(H09-2). Sin embargo, en el caso de P. carneum (H09-106), aunque su capacidad de hidrolizar

la caseina se considerd moderada, dicha cepa mostrd una elevada actividad proteolitica frente
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a la miosina porcina, la cual fue similar a la detectada en las cepas C. cladosporioides (H09-5) y
P. commune (H09-89). Por ultimo, cabe destacar que todas las cepas estudiadas mostraron una
actividad proteolitica mayor que la cepa control incluida en el estudio Penicillium camemberti
(CECT 2267). En este sentido, diversos trabajos han relacionado la aparicién de bandas de 80 y
92 kDa procedentes de la hidrdlisis de proteinas miofibrilares con el crecimiento microbiano en
la carne de cerdo (Rodriguez y col., 1998; Martin y col., 2002). Del mismo modo, Toldra (1998)
atribuyé la hidrélisis progresiva de la miosina y troponinas que experimentan todos los tipos
de jamén curado con la apariciéon de fragmentos proteicos de 16, 95 y 150 kDa. Asimismo,
Verplaetse y col. (1992) estudiaron los cambios proteoliticos que experimentan los embutidos
seco-curados encontrando que la hidrdlisis de la miosina y actina dio lugar a péptidos de
tamanfio variable, principalmente de 130 a 145 y 38 kDa, lo que se atribuyd a las proteasas

musculares enddégenas.

M H09-2 H09-106 H09-86  HO09-5 H09-9 H09-89 CECT 2267

180 kDa
115 kDa

82 kDa

64 kDa

49 kDa

37kDa

26 kDa

19 kDa
15 kDa

6 kDa

Figura 36. SDS-PAGE de la hidrdlisis de la miosina producida por diferentes cepas. M :
Marcador Sigma M3788; H09-2: P. atroveneteum; H09-106: P. carneum,; H09-86: P.
atramentosum; H09-5: C. cladosporioides; H09-9: A. tenuissima; H09-89: P. commune;
CECT 2267: P. camemberti; C: Control negativo.
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Finalmente, en relacién a la procedencia de las cepas que mostraron actividad lipolitica
y proteolitica, el 77,14% de las cepas lipoliticas (54 cepas) y el 61,54% de las cepas proteoliticas
(24 cepas) se aislaron de la superficie del jamdn (Figura 37). Asimismo, en ambos tipos de
muestras (jamén y ambiente) las cepas que presentaban actividad enzimatica procedian de las
ultimas etapas de elaboracion: secado y maduracion. En este sentido, el 35,71% y el 60% del
total de cepas lipoliticas y el 30,77% y 56,41% del total de cepas proteoliticas se aislaron
durante el secado y la maduracion, respectivamente. Estos resultados podrian apoyar a los
obtenidos en otros estudios en los que concluyen que la protedlisis y oxidacién de lipidos del
jamon se produce principalmente en las etapas de secado y maduracion (Buscailhon y col,
1993, 1994a y 1994b; Countron-Gambotti y col., 1999; Flores y col., 1997; Toldrd y col., 1996).
Por el contrario, Nufiez y col. (1996) atribuyen los cambios proteoliticos que experimenta el
producto durante la etapa de salado a las enzimas endégenas del tejido muscular.

Asimismo, cabe sefialar que las cepas P. commune (H09-89) y C. cladosporioides (HO9-
5) presentaron una importante actividad lipolitica y proteolitca en este trabajo. Por ello, dado
gue dichas cepas no mostraron capacidad de producir CPA y OTA in vitro, estos dos aislados
podrian ser los mas adecuados para utilizar como cultivos iniciadores durante la elaboracion
del jamén. No obstante, previamente seria necesario estudiar en profundidad la capacidad

toxigénica de dichas cepas para garantizar que no producen otras micotoxinas.
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M Cepas con actividad lipolitica (%) M Cepas con actividad proteolitica (%)
47,14

12,8
7,69
5,13 7,14
2,8
Postsalado| Secado |Maduracién Postsalado Maduracién
Ambiente

Figura 37. Procedencia de las cepas con actividad lipolitica y proteolitica identificadas en el estudio. Los
resultados estan expresados sobre el total de cepas lipoliticas (70 cepas) y sobre el total de cepas
proteoliticas (39 cepas), respectivamente.
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PRIMERA

Los recuentos de los hongos aislados en jamdén y ambiente fueron maximos en las
fases finales del procesado, secado y secado natural, con valores maximos de 200 ufc/cm? para
las muestras de jamén y 11 ufc/cm? para las muestras de ambiente. No se encontraron
diferencias significativas para los recuentos de hongos obtenidos en los dos secaderos

muestreados.

SEGUNDA

La mayor parte de los aislamientos correspondieron a hongos pertenecientes a los
géneros Penicillium (65,45%), Aspergillus (15,89%) y Cladosporium (13,81%). Los porcentajes
de aislamiento de estos géneros en las muestras de jamén y de ambiente fueron similares, lo
gue sugiere que la micobiota que se desarrolla en la superficie de los jamones podria estar

determinada por los hongos presentes en el ambiente de las camaras.

TERCERA

La caracterizacidn de los hongos mediante ap-PCR dio como resultado un gran niumero
de patrones moleculares diferentes. El dendrograma resultante del andlisis de los patrones de
bandas puso de manifiesto una gran diversidad genética entre las especies de hongos aisladas.
La técnica presentd un nivel de resolucion muy elevado permitiendo caracterizar los hongos

aislados a nivel de especie.

CUARTA

La secuenciacion de la regién ITS del ADN ribosomal de un total de 74 cepas
representantes, seleccionadas en base a criterios morfolégicos y moleculares, permitio llevar a

cabo la identificacidn de estas cepas a nivel de especie. Dentro del género Penicillium, el
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género con mayor numero de cepas secuenciadas, se identificaron un total de 16 especies. De
ellas, Penicillium commune (32,43%) y Penicillium chrysogenum (17,57%) fueron las mas

numerosas.

QUINTA

El arbol filogenético resultante del analisis de secuencias mostré una pequeiia
variabilidad genética de las secuencias ITS de las cepas de Penicillium analizadas, obteniendo
agrupamientos con bajos niveles de significacién. La gran variabilidad genética observada con
los patrones de ap-PCR no se correlaciond con la variabilidad de las secuencias ITS. Estos
resultados podrian indicar que, para poder establecer relaciones filogenéticas consistentes
entre las especies de Penicillium identificadas en este estudio, seria necesario analizar otras

secuencias filogenéticamente informativas y que presentasen mayor variabilidad.

SEXTA

El estudio de la produccién de acido ciclopiazénico (CPA) in vitro mostré que, de las 74
cepas previamente identificadas molecularmente, el 37,84% (28 cepas) fueron capaces de
producir la micotoxina en medio de cultivo Czapeck. El mayor porcentaje de cepas productoras
de CPA correspondio a la especie P. commune (62,5%), con un valor promedio de produccion
de 1168,28 pg/g de medio de cultivo y un valor maximo de 5206,10 pg/g de medio de cultivo.
Del total de cepas de P. commune productoras de CPA, 6 cepas presentaron una gran
capacidad de producir la micotoxina. Las cepas de P. polonicum mostraron igualmente una

elevada produccién de CPA.
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SEPTIMA

De las 74 cepas estudiadas para la produccion de ocratoxina A (OTA) in vitro, el 14,86%
(11 cepas) fueron capaces de producir OTA en medio de cultivo Czapeck Yeast Agar,
presentando una capacidad ocratoxigénica, en general, moderada. Se detectaron cepas
productoras de OTA pertenecientes a las especies P. chrysogenum, P. commune, P. polonicum
y P. verrucosum. De ellas, las cepas de P. verrucosum fueron las que presentaron mayor

capacidad de produccidn, con un valor medio de 3,76 pg/g de medio de cultivo.

OCTAVA

Un total de 7 cepas pertenecientes a las especies P. commune, P. polonicum y P.
verrucosum mostraron capacidad para producir al mismo tiempo CPA y OTA, habiéndose

aislado todas ellas a partir de muestras de jamon.

NOVENA

El estudio de la presencia de micotoxinas (CPA y OTA) en 10 muestras comerciales de
jamdn reveld la existencia de CPA y OTA en 8 y 7 muestras, respectivamente. Los niveles de
contaminacion fueron bajos, con valores comprendidos entre 0,0362 y 2,4955 ug/g de jamodn
para el CPA, y entre 0,0021 y 0,0116 pg/g de jamon para la OTA. En estas muestras
contaminadas con CPA y OTA se habia detectado previamente una proporcién elevada de
cepas de Penicillium productoras de dichas micotoxinas, lo que indica que la contaminacioén de

los jamones podria deberse a la presencia de los hongos toxigénicos en la superficie del jamén.

DECIMA

El analisis de la capacidad lipolitica de los hongos aislados mostré que la mayoria de

ellos (94,59%) presentaban actividad lipolitica frente a al menos uno de los acidos grasos
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testados. La mayor actividad lipolitica se observd frente a los acidos laurico y oleico. Del total
de cepas que mostraron actividad lipolitica, la mayoria (81,43%) pertenecian al género

Penicillium, destacando las especies P. commune y P. chrysogenum.

UNDECIMA

El analisis de la capacidad proteolitica revelé que el 52,70% del total de hongos
estudiados presentaban actividad proteolitica frente a la caseina. La mayoria de estos hongos
(84,61%) pertenecian al género Penicillium, siendo las especies P. commune y P. chrysogenum
las que mayor nimero de cepas con actividad proteolitica presentaron, con 13 y 6 aislados

proteoliticos, respectivamente.

DUODECIMA

El andlisis electroforético de los fragmentos resultantes de la hidrdlisis de la miosina
porcina mostré que las cepas que presentaron un mayor grado de hidrdlisis coincidian con
aquellas en las que se habia detectado una mayor actividad proteolitica frente a la caseina,

concretamente, C. cladosporioides (H09-5) y P. commune (H09-89).

DECIMOTERCERA

Se proponen como cultivos iniciadores en la elaboracién del jamdén 2 cepas
pertenecientes a las especies P. commune (H09-89) y C. cladosporioides (H09-5), ya que
presentaron una importante actividad proteolitica y lipolitica y ademas no fueron productoras
de CPA y OTA in vitro, aunque seria necesario estudiar en profundidad la capacidad toxigénica

de dichas cepas para garantizar que no son capaces de producir otras micotoxinas.
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En la elaboracién del jamén curado los hongos que forman parte su biota superficial
desempefian un papel importante ya que, ademas de producir reacciones lipoliticas y proteoliticas,
algunas especies pueden producir micotoxinas. Este hecho es de especial importancia en procesos de
elaboracion artesanal, como el del jamén D.O.P. de Teruel, en los que no se emplean cultivos
iniciadores, pudiendo desarrollarse en superficie una poblacién fungica incontrolada que puede afectar

a la salubridad y calidad sensorial del producto.

El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar la biota fungica del jamon D.O.P. de Teruel,
prestando especial atencién al estudio de su capacidad toxigénica y enzimdtica. El estudio se realizé en
dos secaderos adscritos a la D.O.P. de Teruel, aislandose un total de 338 cultivos puros de la superficie
del jamén y del ambiente de las camaras de procesado, en 3 etapas de elaboracién: postsalado, secado
y envejecimiento. Los mayores recuentos fungicos se obtuvieron en la etapa de envejecimiento, siendo
el género mayoritario Penicillium (221 cepas). A continuacién se realizé una caracterizacion molecular
de las cepas de Penicillium mediante la técnica de ap-PCR, dando como resultado un gran nimero de
patrones moleculares diferentes. El dendrograma resultante del andlisis de los patrones de bandas puso

de manifiesto una gran diversidad genética de las cepas de Penicillium aisladas del jamon.

También se seleccionaron 74 cepas representantes de la variabilidad morfoldgica y molecular,
para su identificacién a nivel de especie mediante la secuenciacién de las regiones ITS del ADN
ribosomal. Dentro del género Penicillium, el género con mayor nimero de cepas secuenciadas, se
identificaron un total de 16 especies. De ellas, Penicillium commune (32,43%) y Penicillium chrysogenum
(17,57%) fueron las mdas abundantes. El arbol filogenético resultante del andlisis de secuencias mostré
una variabilidad genética muy pequefia en las secuencias ITS de las cepas de Penicillium analizadas,

obteniendo agrupamientos con bajos niveles de significacion.

Por otro lado, se estudid la capacidad de produccion de acido ciclopiazénico (CPA) y ocratoxina
A (OTA) en medio de cultivo de las 74 cepas secuenciadas. Los analisis cromatograficos de dicho estudio
indicaron que el 37,84% de las cepas fueron productoras de CPA, siendo P. commune la especie que
presentd mayor capacidad de produccién (62,5% de las cepas productoras). Respecto a los hongos
productores de OTA, el 14,86% de las cepas mostré dicha capacidad aunque en niveles moderados. Las
cepas productoras de OTA pertenecian a las siguientes especies: Penicillium verrucosum, P. commune,

Penicillium polonicum'y P. chrysogenum.

Asimismo, se estudid la contaminacion por CPA y OTA en 10 muestras comerciales de jamon
curado de los dos secaderos muestreados. Se detect6 CPA y OTA en 8 y 7 muestras de jamodn,

respectivamente.

Finalmente, se estudio la actividad proteolitica y lipolitica de las 74 cepas secuenciadas, siendo
las especies P. commune, P. chrysogenum y Cladosporium cladosporioides las que presentaron mayor

capacidad enzimatica.
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Molds play a key role in dry-cured ham production because of their ability to produce
mycotoxins and their ability to produce lipolytic and proteolytic activities. Dry-cured Teruel ham is not
usually inoculated with starter cultures, so an unwanted fungal population could grow on the surface
and reduce their hygienic-sanitary and sensory quality.

The aim of the present study was to characterize natural mycobiota occurring in dry-cured
Teruel ham, paying special attention to the incidence of mycotoxin-producing fungi and enzymatic-
producing fungi. A total of 338 fungal colonies were isolated from three stages of production including
postsalting, drying and aging in two manufacturing plants. Fungi were isolated from both the surface of
dry-cured hams and the environment of the chambers. The results show that fungi were more
frequently isolated from the aging stage and the predominant filamentous fungal genus isolated was
Penicillium (221 strains). Then, molecular characterization of Penicillium strains by ap-PCR technique
was carried out, obtaining a large number of different molecular patterns. The dendrogram analysis of
banding patterns revealed a high genetic diversity of strains of Penicillium isolated.

Also, a total of 74 out 338 fungal strains were selected, by morphological and molecular
criteria, for identification at species level by ITS sequencing. Within Penicillium, the genus with the
largest number of strains sequenced, sixteen Penicillium species were identified being Penicillium
commune (32.43%) and Penicillium chrysogenum (17.57%) the most abundant.

On the other side, potential ability to produce cyclopiazonic acid (CPA) and ochratoxin A (OTA)
in vitro was studied in 74 sequenced strains. Results indicated that 37.84% of fungal strains produced
CPA, being P. commune the species that showed higher production ability (62.5% of the producing
strains). With respect to OTA-producing fungi, a low percentage of fungal strains (14.86%) were able to
produce OTA in moderate levels. OTA-producing fungi belonged to different Penicillium species
including Penicillium verrucosum, P. commune, Penicillium polonicum and P. chrysogenum.

Otherwise, ten dry-cured ham samples belonged to the last stage of two manufacturing plants
included in the study were analyzed allowing to assess the presence of CPA and OTA. CPA was detected
in 8 of 10 ham samples and OTA was detected in 7 of 10 ham samples analyzed.

Finally, the same 74 strains identified at species level were tested for proteolytic and lipolytic
activities. The strains which showed greatest proteolytic and/or lipolytic activity belong to the species P.

commune, P. chrysogenum and Cladosporium cladosporioides.
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Figura 27. Dendrograma de las cepas de Penicillium obtenido por el método UPGMA. En el dendrograma se incluyen las secuencias pertenecientes a las cepas
utilizadas como referencia, asi como las secuencias de las cepas de Penicillium aisladas a partir de las muestras de jamon y ambiente. Las cepas resaltadas en rojo
son productoras de OTA, resaltadas en azul productoras de CPA y resaltadas en verde son productoras de OTA y CPA.



