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I INTRODUCCION



I.l. GENERALIDADES

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos

por ciertas especies de hongos cuando crecen en condiciones

favorables sobre diferentes sustratos. Los hongos productores

de micotoxinas están ampliamente distribuidos en el medio am­

biente y se los puede encontrar en una gran variedad de ali ­

mentos, especialmente vegetales, algunos de ellos de gran im­

portancia en la dieta humana y animal, comoson los cereales

y oleaginosas. Algunos hongos invaden los cultivos en el cam­

po, antes de ser cosechados, otros son capaces de desarrollar

en los productos almacenados en una gran diversidad de condi­

ciones ambientales (1).

El Dr. Alozie define a las micotoxinas como contaminantes

ambientales de origen biológico (2).

Tal como su nombre lo indica, son compuestos que causan

enfermedades conocidas con el nombre genérico de "micotoxico­

sis", tanto en el hombre como en los animales. La palabra mi­

cotoxicosis es muygeneral y abarca muchas mfermedades dife-­

rentes, que sólo están relacionadas entre si porque se deben

a toxinas producidas por mohos y cuya acción se observa funda

mentalmente en higado, riñón, pulmón y sistema nervioso (3).

Por otra parte, se denominan "micosis" al grupo de afec-­

ciones debidas a diversas especies de hongos, los que invaden

los tejidos vivos, desarrollándose sobre ellos (4).

Aunquela calidad bacteriológica de los alimentos se con­

trola y estudia desde hace tiempo, sólo en los ültimos años

ha cobrado importancia el estudio de hongos y levaduras encon

trados en alimentos de uso corriente y sus ingredientes (5)



(6) (7) (8).

E1 conocimiento de las micotoxicosis en seres humanos y

ganado datan de muy largo tiempo. El ergotismo, por ejemplo,

enfermedad debida al consumo de centeno contaminado con g¿¿­

viceps purpurea, se manifestó en Europa y Lejano Oriente des­

de la Edad Media hasta principios del presente siglo, causan­

do en algunos casos numerosas muertes. Los metabolitos tóxicos

del hongo responsable del ergotismo fueron identificados como

alcaloides en 1875 (6).

Por otra parte, entre 1941 y 1947 se produjo en ciertas

regiones de Rusia una epidemia de otra enfermedad denominada

"leucopeniatóxica alimentaria" (alimentary toxic aleukia: ATA)

(9). En este caso la causa fue la ingestión de cereales, espe

cialmente mijo y trigo, que habían permanecido en el campo du

rante el invierno y habian sido contaminados por hongos del

género Fusarium. Las informaciones indicaron que en algunas

comunidades se produjo la defunción del 10 Z de la población

a causa de esta enfermedad.

Si bien los científicos rusos realizaron varias publica-­

ciones sobre la leuc0penia tóxica alimentaria y la identifica

ción de los mohos responsables, no llamaron la atención sufi­

ciente acerca de las posibles consecuencias sobre 1a salud,

que podrian derivar de la contaminación füngica de los alimen

tos .

Fue recién a partir de 1960, en Inglaterra, como consanmn

cia de una enfermedad que afectó a las aves de corral, espe-­

cialmente pavos, causando la muerte de millares de estos ani­

males, que se cambió la actitud adoptada frente a 105 hongos



en los alimentos para humanos y animales (10). Por su etiolo­

gía desconocida se 1a denominó originalmente "Enfermedad x de

los pavos" (turkey X disease) pero poco tiempo después se pro

dujeron brotes con iguales caracteristicas que afectaron a pa
tos y faisanes. Se encontró, estudiando la incidencia de esta

enfermedaden distintas regiones de Inglaterra, que el factor

comünen la alimentación de las aves afectadas era harina de

mani proveniente de Brasil. Muestras de estas harinas fueron

analizadas para detectar compuestos tóxicos conocidos o pre-­

sencia de plantas venenosas sin resultados satisfactorios; se

observó en cambio la presencia de hifas en más del 20 Z del

mani de las muestras que habian resultado tóxicas. Este fue

el primer indicio que llevó a sugerir la presencia de una to­

xina de origen füngico, si bien no fue posible aislar ningün

hongo a partir de esas hifas que evidentemente estaban muer—­

tas.

Con posterioridad se tuvo conocimiento de otros brotes de

enfermedad en cerdos y ganado vacuno, aparentemente del mismo

origen. Preparando raciones con estas harinas de manies brasi

leños se reprodujo el sindrome tóxico en patos jóvenes. Esto

fue la base de un método biológico que resultó ütil para de­

tectar 1a presencia de la toxina aün no identificada. En base

a las sugerencias de Austwick (ll) acerca del origen füngico

de la misma, Sargent y col. (12) comenzaron a aislar hongos y

analizar extractos de los cultivos y asi obtuvieron a partir

de manies provenientes de Uganda, la primera cepa productora

de la toxina que fue identificada comoAspergillus flavus Link

ex Fries (13).



De los extractos se pudieron aislar 2 componentes tóxicos

que fueron denominados aflatoxinas B y G. (Más tarde se deter

mino que mua una de estas fracciones constaba de 2 componen-­

tes que recibieron el nombre de aflatoxinas Bl, BZ, G1 y GZ).
Su estructura química fue determinada en el Massachusetts

Institute of Technology (14).

Trabajos posteriores pusieron en evidencia que las tortas

de mani tóxicas producían cáncer de higado en ratas. Estudios

de alimentación en el laboratorio permitieron comprobar que

1a aflatoxina B1 es uno de los carcinógenos naturales más po­
tentes que se conocen.

El hecho de que el problema de las aflatoxinas no se limi

ta a un solo producto quedó demostrado por apariciones simul­

táneas, casi en la misma época, de cáncer hepático en truchas

en los Estados Unidos (15). El origen de la enfermedad en es­

te caso se pudo situar en tortas de semillas de algodón emplea

das en la preparación de alimentos deshidratados, de las cua­

les se lograron aislar aflatoxinas y demostrar que las mismas

eran el agente carcinógeno.

La identificación de las aflatoxinas comometabolitos fün

gicos causantes de enfermedad en diversas especies animales y

el hecho de representar un peligro potencial para el ser huma
no llevaron a 1a intensificación inmediata del esfuerzo cien­

tifico para identificar hongos productores de otras micotoxi­

nas. Actualmente se considera que los hongos principales im-­

plicados en micotoxicosis pertenecen a los géneros Aspergillus,

Fusarium y Penicillium (16) (17).

Cabe acotar que dentro de cada especie productora de mico



toxinas, existen cepas no productoras, por lo tanto la presen

Cia de mohos en un alimento no implica necesariamente 1a pre
sencia de micotoxinas.

Por otra parte, un mismohongo puede producir diferentes

tipos de micotoxinas simultáneamente y por esta razón es posi

ble que la dieta diaria esté contaminada con más de un tipo

de micotoxinas. Esto es importante, ya que pueden existir efes
tos sinérgicos entre distintas toxinas.

También es de destacar que puede haber contaminación con

estos metabolitos aunque no haya presencia visible de mohos o

cambios de aspecto, olor o sabor en el alimento.

En el documento "Micotoxinas" presentado en el IV Congre­

so Argentino de Microbiologia (18), consta que en general el

mayor volumen de trabajos, a nivel internacional,se ha concen

trado en las siguientes micotoxinas: aflatoxinas, zearalenona,

ocratoxinas y tricotecenos. Esto se explica porque estas toxi

nas compartenlas siguientes caracteristicas:

a) Son capaces de producir efectos adversos bien definfios

en diversas especies animales.

b) Existe evidencia de exposición humana de grado variable

a través de la contaminación de uno o varios componen­

tes de la dieta.

c) Existe algún tipo de patología humana, de etiología

por el momentodesconocida, cuya sintomatología puede

ser compatible con la que cabe esperar de los efectos
de estas toxinas.

d) Existen numerosos casos de brotes de micotoxicosis en

ganado y animales de granja, en los cuales ha sido



bien documentada la presencia de alguna de estas sus-­
tancias.

En otros casos sólo se han detectado brotes de micotoxico
sis en animales, pero no existe evidencia hasta el momentode

exposición o de patología humana, como en el caso de esterig­

matocistina, toxinas tremorgénicas o citrinina.

La ingestión por el ganado de pasturas o piensos contami­

nados pueden ocasionar serias pérdidas a los productores y en

diversos casos esto justifica la realización de programas de

investigación y control sobre determinadas micotoxinas que ha

yan demostrado tener una incidencia importante en el medio ru

ral, aün cuando la exposición humana no sea preocupante por

el momento.

En último término corresponde considerar aquellas toxinas

que sólo han demostrado su toxicidad en sistemas experimenta­

les, es decir que hasta el momentono se ha encontrado que

produzcan intoxicaciones naturales en hombres y animales. Den

tro de este grupo podemosmencionar la patulina, el ácido pe­

nicilico, la toxina PR, el ácido ciclopiazónico y muchasotras

que han sido extraídas de cultivos de muydiversas especies

de hongos. Sobre estas sustancias debe mantenerse una vigilan

cia preventiva, en tanto se profundizan los conocimientos so­

bre sus efectos tóxicos en distintas especies.

Comoocurre con otros componentes naturales o contaminan­

tes de alimentos, se prestará especial atención a aquellas to

xinas que puedan producir efectos irreversibles o acumulati-­

vos, porque en tal caso aün la presencia de minimas cantida-­

des en la dieta humanaes significativo.



Debe tenerse en cuenta que usualmente, cuando los alimen­

tos se deterioran, no son consumidos por el hombre (o a1 me-­

nos se descartan las partes afectadas), pero son destinados a

la alimentación animal. Esto explica que la incidencia de mi­

cotoxicosis agudas es fundamentalmente un problema de sanidad

animal, en tanto que para el ser humano es de mayor importan­

cia 1a toxicidad crónica, asociada con el consumo de pequeñas

cantidades de toxinas durante periodos prolongados.

En general las micotoxicosis agudas son más fácilmente de

tectables, por la intensidad y especificidad de los sintomas

y también por la posibilidad de identificar el material conta

minado y la toxina responsable. En cambio en la toxicidad cré

nica, resulta muchasveces dificil establecer una relación

causa-efecto porque los sintomas se producen a largo plazo y

pueden confundirse con los de otras enfermedades. Para dar un

ejemplo extremo, podemos mencionar experiencias con animales

donde se demostró que puede producirse cáncer hepático muchos

meses después de haber cesado la exposición de aflatoxinas.

Por esta razón es necesario trabajar experimentalmente, produ

ciendo intoxicaciones crónicas en diversas especies animales

bajo condiciones cuidadosamente controladas, para poder cono­

cer adeCuadamenteel cuadro tóxico, observando si existen en

las poblaciones humanas y animales trastornos que hagan sospg

char una micotoxicosis. Si esto ocurre se debe tratar de con­

firmar dicha presunción mediante metodologia epidemiológica,

correlacionando incidencia de la enfermedad con grado de con­

taminación de la dieta en distintas áreas geográficas o dis-­

tintos grupos poblacionales.



Debe tenerse en cuenta que el problema es muy complejo, ­

porque existe una gran cantidad de factores que pueden modifi

car las respuestas tóxicas. Hoyse sabe que la naturaleza e

intensidad de los efectos varia con el sexo, 1a edad, el esta

do nutricional, la composiciónde la dieta, la exposición si­

multánea a otros agentes tales comopesticidas, drogas, etc.

Debe comprenderse que en la realidad los seres humanos y los

animales no están expuestos a una toxina pura, como ocurre en

los estudios experimentales. Lo comün es que aparezcan mezclas

de distintas toxinas que los hongos pueden producir en propor

ciones variables en los distintos sustratos, no pudiéndose pre

decir cuál puede ser el efecto combinadode distintas micoto­

xinas (19).



1.2. CIJAS IFI(3AC [ON DE LIXS MI(30T()XIIQAS

Richard J. Cole y Richard H. Cox en su "Handbook of Toxic

Fungal Metabolites" (20X clasifican a las micotoxinas en 21

grupos. Las mismas fueron agrupadas en base a sus semejanzas

químicas, siendo los 4 últimos la excepción. No pudiéndose

asociar a las toxinas por sus características químicas, en 3

de ellos se lo hizo de acuerdo al género que las produce (Ag­

pergillus, Penicillium y Fusarium). El grupo restante compren

de aquellas micotoxinas que no pudieron ser agrupadas bajo

ningún criterio comün.

Se describen a continuación las características fundamen­

tales de cada uno de esos grupos.

1.2.1. GRUPO l: AFLATOXINAS.

Son metabolitos altamente tóxicos y carcinogénicos produ­

cidos por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y ¿SEE­

gillus nomius. Las aflatoxinas principales son: BI, BZ, G1 y

G2. Otros miembros de este grupo son derivados de estos 4 com

puestos como productos metabólicos de sistemas animales o

microbianos (por ejemplo: Ml, M2, P1, Ql y aflatoxicol) o pro

ducidos espontáneamente en respuesta a un medio ambiente qui­

mico tales como B23, G2a y D1. La aflatoxina B1 es el conta­
minante más común siendo a su vez la más tóxica y carcinogéni

ca del grupo.

Las aflatoxinas son compuestos altamente fluorescentes.Su

estructura se caracteriza por ser heterociclica con un anillo



dihidrofurano o tetrahidrodifurano unido a una cumarina susti
tuida. (21) (22) (23) (24) (25).

La toxicología de las aflatoxinas varia considerablemente

con la especie, la edad, sexo y estado nutricional.

Las lesiones observadas después de una intoxicación aguda

son primordialmente hepáticas, incluyendo degeneración grasa

y necrosis del parénquima, fibrosis y proliferación de conduc
tos biliares. La sintomatología se caracteriza en general por

decaimiento, falta de apetito, ataxia, ictericia en algunas

especies y en algunos casos, convulsiones y muerte.

Cuando las cantidades consumidas son menores, puede produ

cirse toxicidad subaguda, caracterizada por retardo en el cre
cimiento, baja conversión alimenticia y depresión. Unefecto

importante, que ha sido demostrado experimentalmente, es la

interferencia con el sistema inmunológico, que origina dismi­

nución de las defensas orgánicas y mayor suscaptibilidad a en

fermedades infecciosas de diversos tipos.

Con niveles dietarios aün menores, no se observan altera­

ciones en el corto plazo, pero en varias especies se produce

cáncer de higado a tiempos variables después de comenzar a

consumir la dieta contaminada. En determinadas condiciones

puede observarse tumores en otros órganos tales como estómgo,

esófago, riñón o colon. (26) (27) (28).



GRUPO AFLATOXINAS FORMULA MOLECULAR

Aflatoxina P C H O
1 16 lO 6

Aflatoxina D1 C16Hl405

Parasíticol (aflatoxina B3) C16H1406

Aflatoxina B1 C17H1206

Aflatoxina Ql C17H1207

Aflatoxina C1 C17H1207

Aflatoxina M1 C17H1207

Aflatoxina B2 017111406

Aflatoxicol A Cl7H1406

Aflatoxicol B 0171-11406

Aflatoxina G2 C17Hl407

Aflatoxina M2 C17H1407

Aflatoxina B2 a CHI-{1407

Aflatoxina G2 a C17H1408

Aflatoxicol O-ethyl ether A CHI-11806

Aflatoxicol O-ethyl ether B C19H1806

1.2.2. GRUPO 2: ESTERIGMATOCISTINAS

Son un grupo de metabolitos relacionados producidos por ­

Aspergillus spp. Bipolarisgggg. y Emericella SEE. (29) (30)
(31) (32) (33) (34).

Químicamente son xantonas unidas a un dihidrodifurano o

tetrahidrodifurano. Las diferencias químicas entre los distig
tos miembros del grupo son 1a presencia o ausencia de una in­



saturación en pOSición 2 y 3 del difurano, la sustitución en

posición 6, 7 y 10 del sistema xantona y o la sustitución en

posición 3 del sistema difurano. (35) (36) La esterigmatocis­

tina es el compuesto más importante del grupo, es altamente

tóxica y carcinogénica. Se la ha enontrado sólo en casos ais­

lados en alimentos. Su presencia suele estar asociada con pro

ductos claramente enmohecidos. Con excepción de la aspertoxi­

na, poco se sabe acerca de la toxicidad de los otros miembros

del grupo (37). Bioquímicamente la esterigmatocistina y proba

blemente otros miembros del grupo sean precursores en la bio­

sintesis de las aflatoxinas (38).

GRUPO ESTERIGMATOCISTINAS FORMULA MOLECULAR

Esterigmatocistina CIBHIZO6

Dihydrosterigmatocistina C18H1406

O-Methylsterigmatocistina C19H1406

Dihydro-O-methylsterigmatocistina C19H1606

Aspertoxina C19H1407

S-Methoxysterigmatocistina C19H1407

Dihydrodemethylsterigmatocistina C17H1206

Dimethoxysterigmatocistina CZOHIÓO8

1.2.3. GRUPO 3: VERSICOLORINAS

Son un grupo de metabolitos producidos fundamentalmente ­



por Aspergillus versicolor, Aspergillus parasiticus y Asperg'­
llus ustus (39) (40).

Poseen una estructura similar a las aflatoxinas y esterig

matocistina (presencia de un dihidrodifurano o tetrahidrodifu
rano).

Estos grupos están unidos a antraquinonas que difieren

una de otra por el núcleo y posición de los sustituyentes en

el anillo antraquinónico. Son precursores de la biosintesis

de aflatoxinas. Versicolorina A es el miembromás importante

del grupo y es aparentemente menos cancerigena que la esterig

matocistina, según estudios realizados con truchas arco iris.

Son de baja toxicidad frente a animales vertebrados (41)(42).

GRUPO VERSICOLORINAS FORMULA MOLECULAR

Versicolorina A CIBHIOO7

Versicolorina B C18H1207

Versicolorina C CIBHIZO7

Averufin Czofllóo7

Norsolorinic acid CZOHIBO7

Versiconal hemiacetal acetate C20H1609

Versiconol acetate CZOHIBO9

Versiconol C18H1608

Nidurufin C20H1608

Dimethylnidurufin CZZHZOO8

Aversin CZOHIGO7

O-Methylaversin CZIHIBO7



1.2.4. GRUPO 4: OCRATOXINAS

Son producidas por varias especies de los géneros Asperg'­

¿lui y Penicillium, especialmente Aspergillus ochraceus y BE­
nicillium viridicatum (43) (44).

Quimicamente son compuestos que poseen una 3,4 dihidro 3

metilisocumarina unida (via grupo 7 carboxy) a la 1-/3 fenil­
alanina por una unión amida. La ocratoxina es el compuesto

principal del grupo presentando la mayor toxicidad (45) (46)
(47).

Los efectos de esta toxina han sido extensamente estudia­

dos en una variedad de especies animales. Si bien en altas do

sis puede observarse daño en diversos órganos y tejidos,a ba­

jos niveles de exposición, los daños se concentran exclusiva­

mente en riñón. Las lesiones observadas incluyen degeneració­

nes de los tübulos, fibrosis intersticial y posterior hialini
zación de los glomérulos con alteración de la función renal.

Las intoxicaciones naturales producidas por la ocratoxina

A parecen ubicarse en una zona geográfica muy estrecha, ya que

sólo se han informado casos de nefropatïas porcina y aviar en

el norte de Europa. Un estudio muy exhaustivo realizado en Di

namarca reveló que la nefropatía porcina, que es endémica en

dicho país, es probablemente debida a la presencia de ocrato­

xina A en la dieta de los cerdos. En concordancia con esto se

pudo demostrar la presencia de esta toxina en el 35 Z de las

muestras de riñones extraídos de animales afectados, en tanto

no aparece en riñones de animales sanos (48) (49) (50)­

En lo que respecta a patología humana, existe un área geo
gráfica donde ocurre con frecuencia una nefropatia endémica



euyas características clínicas e histopatológicas guardan es­
trechas similitudes con la ocratoxicosis porcina. Esto courre

en determinadas regiones de Bulgaria, Rumania y Yugoslavia.

Algunos estudios preliminares realizados en dichos países in­

dican que los alimentos consumidos en las zonas endémicas tie

nen mayor frecuencia de contaminación con ocratoxina A que

los provenientes de zonas no endémicas. Para 1a evaluación

del riesgo humanorespecto de esta toxina, se debe tener pre­

sente que ha demostrado ser cancerigena y teratogénica en ra­

tas, ratones y hamsters a niveles de dosis relativamente ba­

jas. (51) (52) (53) (54).

GRUPO OCRATOXINAS FORMULA MOLECULAR

Mellein CIOHlOO3

á-Hydroxymellein CIOHIOO4

Ocratoxina A C20H1806NC1

Ocratoxina B C20H1906N

4-Hydroxyocratoxina A C20H1807NC1

Ocratoxina C C22H2206NC1

1.2.5. GRUPO 5: TRICOTECENOS

Los tricotecenos comprenden a un grupo de sesquiterpenos

producidos por varias especies de hongos imperfectos ( Fusa­

rium, Myrothecium, Trichoderma, Calonectria, Cephalosporium,



Stachybotris, etc.) (55) (56) (57) (58) (59)

Se caracterizan por tener una estructura tetraciclica

12,l3-epoxitricotec-9-eno. El grupo puede ser dividido en 4

subgrupos basado en diferencias químicas. Los 2 primeros gru­

pos difieren principalmente por la presencia o ausencia de la

función carbonilo en el C-8. Ejemplos de tricotecenos que no

contienen la función carbonilo son la toxina T 2, 1a HT2, m0­

noacetoxiscirpenol, diacetoxiscirpenol, tricodermina y escir­
pentriol, aquellos que contienen el grupo carbonilo son niva­

lenol, fusarenona X, deoxinivalenol, deoxinivalenol monoaceta

to y tricotecina. Los 2 últimos grupos, las roridinas y verru
carinas son diesteres macrociclicos del verrucarol, mientras

las verrucarinas son triesteres (60) (61) (62) (63) (64) (6

(66) (67) (68) (69).

Los tricotecenos como grupo muestran un amplio rango de

actividad biológica. Sonantibacterianos, antivirales, anti-­

füngicos y poseen actividad citostática; algunos son fitotóxi
cos y todos muestran algún grado de toxicidad animal, inclu-­

yendo actividad insecticida (70) (71) (72)­

Existe un amplio rango de toxicidad en los vertebrados y

la toxicidad aguda varía considerablemente. Signos clinicos

groseros reportados por tricotecenos son: vómitos, diarrea,

anorexia, ataxia, hematuria, leucocitosis seguida de severa

1eucopenia,inflamacióndel tracto gastrointestinal, degenera­

ción de células nerviosas en el sistema nervioso central, de­

generación y hemorragia en el müsculo cardiaco y lesiones en

los nódulos linfáticos, testículos y tymus. En contacto con

la piel causan dermonecrosis. El daño en el tejido puede ser



intenso, incluyendo zonas subcutáneas.

Se ha constatado la muerte en animales por administración

por vía oral, endovenosa, intraperitoneal y cutánea. Los tri­

cotecenos son citotóxicos en cultivo de células de mamíferos.

Bioquímicamente son potentes inhibidores de la sintesis de

proteinas y ADN.

Algunos tricotecenos inhiben la iniciación de la sintesis

de proteinas en los polirribosomas, otros inhiben la elongación

y o finalización de la sintesis. Los tricotecenos han sido ig
plicados numerosas veces en intoxicaciones animales y en el

hombre. Constituyen uno de los grupos de micotoxinas más im-­

portantes en relación al hombre y los animales (73) (74) (75)

(76).

GRUPO TRICOTECENOS FORMULA MOLECULAR

12,13-Epoxytrichothec-9-enes

Trichodermol CISHZZO3

Verrucarol CHI-12204

Scirpentriol C15H2205

T-2 tetraol CISHZZO6

Trichodermin 017112404

Honoacetoxyscirpenol C17H2406

Diacetoxyscirpenol Clgflzóo7

Neosolaniol C19H2608

Neosolaniol monoacetato C21H2809

HT-Z toxina C22H3208



GRUPO TRICOTECENOS FORMULA MOLECULAR

T-2 toxina C24H3409

4,15-Diacety1verrucarol C19H2606

7cx-Hydroxydiacetoxyscirpenol C19H2608

7°<,8d-Dihydroxydiacetoyxiscirpenol C19H2609

Calonectrin C19H2606

lS-Deacetylcalonectrin CHI-12405

Acetyl T-2 toxina C26H36010

Crotocin 019H2405

Crotocol CISHZOO4

Trichothecme C15H2202

4F ,804-Diacetoxy-12,13-epoxy­

trichothec-9-ene-3tx,15-diol CHI-[2608

4-Acetoxyscirpenediol C17H2406

4 F ,8 °( , 15-Triacetoxy-12 ,13-epoxy­

trichothec-9-ene-3°(,72-d101 CZIHZSO10

Triacetoxyscirpenol C21H2808
8-Ketotrichothecenes

Deoxynivalenol C15H2006

Nivalenol C15H2007

Deoxynivalenol monoacetate CNI-[2207

Fusarenon-X C17H2208

Trichothecin C19H2405

Nivalenol diacetate C19H2409

Trichothecolone CISHZOOA

Trichodermone C15H2o°3



GRUPO TRICOTECENOS FORMULA MOLECULAR

Macrocyclic diesteres del verrucarol

Satratoxin G 028H32011

Satratoxin H C29H3609

Roridin A C29H4009

Roridin D C29H3809

Roridin E C29H3908

Roridin H C29H3608

Vertisporin €29H36010

Isoridin E C29H3808

7 F,8 fl-Epoxyisororidin E C29H3609

7 fl ,8 fl-Epoxyroridin H C29H31‘09

7fl ,8? ,2',3',Diepoxyroridin H C29H34010

Baccharin C20H38011

Macrocyclic triesteres del verrucarol

Verrucarin A 027113409

Verrucarin B CZ7H3209

2'-Dehydroverrucarin A C27H3209

Verrucarin J C27H3208

Verrucarin K C27H3408

1.2.6. GRUPO 6: CITOCALASINAS

Son metabolitos producidos por varias especies füngicas

diferentes no relacionadas entre sí (Aspergillus clavatus,
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Rosellinia necutrix, Helminthosporium dematioideum, Phomopsis

paspalli, Zygosporium masonii, Chaetomiumglobosum, Penicillimn

aurantio-virens, etc.).
Fueron descubiertas en 1967 por su efecto no comün sobre

cultivo de células de mamíferos. Han recibido diferentes nom­

bres por los laboratorios que las identificaron de acuerdo

con la fuente füngica de las que fueron aisladas. Esos nonbres

fueron zygosporinas, fominas, caetoglobosinas y paspalina. El

nombrede citocalasinas ha sido adoptado por el esqueleto bá­

sico de estos compuestos. Las citocalasinas pueden dividirse

en 2 grupos de acuerdo a que posean fenilalanina o triptofano

en la posición 10 de un sistema de anillos perhidroisoindo“

Natori ha clasificado a las citocalasinas en varios grupos

ferentes teniendo en cuenta el sustituyente en la posición 10
(77) (78).

Las citocalasinas se caracterizan biológicamente por inhi
bir la división citoplasmática pero no la división nuclear

dando origen a células polinucleadas. Por otra parte inhiben

el movimiento celular. Algunos compuestos del grupo resulta-­

ron mutagénicos. El único reporte de contaminación natural

con citocalasina fue una pasta de tomate contaminada con 525­

miscium. El hongo responsable de la gangrena de las papas

Phomaexigua ha demostrado producir citocalasina B en cultñms

de papas (79) (80) .
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GRUPO CITOCALASINAS FORMULA MOLECULAR

Grupo Citocalasina

Citocalasina E

Citocalasína G

Citocalasina A

Citocalasina B

’11
Citocalasina

:IICitocalasina

Citocalasina C

Citocalasina D

Grupo Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Caetoglobosina

Deoxaphomin

Proxiphomin

Protophomin

Zygosporin D

Zygosporin E

Zygosporin F

Zygosporin G

A

B

C

U

[11

7€

C28H3307N

C29H34°4N2

C29H35°5N

C29H37°5N

C29H37°5N

c3o“39°5N

C30H3706N

C30H3706N

C32H3605N2

C32H3605N2

C32H3605N2

C32H3605N2

C32H3805N2

C32H3805N2

C3ZH3605N2

C32H3604N2

C34H4005“2

c29H37°4N

c29H37°2N

c2933503N

c28“35°5N

c3o“37°5N

c32H39°7N

c30“37°5N



1.2.7. GRUPO 7: RUBRATOXINAS

Evidencias de observaciones a campo junto a estudios de

laboratorio han llevado a implicar a Penicillium rubrum en 1a

etiología de ciertas enfermedades en cerdos.y ganado vacuno

que habian ingerido maíz enmohecido. Estas investigaciones

llevaron rápidamente a los investigadores a aislar e identifi

car los agentes tóxicos producidos por Penicillium rubrum. R9
bratoxina A y B son nonadridas complejas con anillos anhidro

y lactona. La rubratoxina B es más tóxica y se la encuentra

con preferencia en los extractos crudos de Penicilfium rubrum.

En animales de experimentación resultó hepatotóxica y nefrot’
xica.

Se han presentado evidencias de que las rubrotoxinas pue­

den ser de capital importancia económica debido a sus efectos

sinérgicos con otros metabolitos tóxicos comolas aflatoxinas

(81) (82) (83) (84).

GRUPO RUBRATOXINAS FORMULA MOLECULAR

Rubratoxina B C26H30011

Rubratoxina A C26H32011

1.2.8. GRUPO 8: TOXINAS TREMORGENICAS

E1 gran avance en el estudio de las micotoxinas en la dé­

cada pasada permitió el descubrimiento de metabolitos füngicos



que son capaces de producir temblores permanentes o intermi-­

tentes en animales vertebrados. Antes del descubrimiento de

las micotcxinas tremorgénicas pocas sustancias eran capaces
de inducir estos efectos.

Estas micotoxinas pueden agruparse según similitud quími­

ca en 4 grandes grupos: Grupo penitrem, grupo fumitremorgin­

verruculogen, grupo paspalitrem y el grupo tryptoquivaline.

Estos compuestos tienen todos en comün un indol derivado de

un triptofano (85) (86).

Los géneros capaces de producir metabolitos tremorgénicos

son: Penicillium, Aspergillus, Claviceps y Neosartoria (87)

(88) (89) (90) (91) .

Las estructuras químicas básicas con su estereoquimica

han sido elucidadas en todos los grupos, salvo en el grupo pg
nitrem.

Algunos miembros del grupo paspalitrem han sido implica-­

dos en la etiología del síndrome "Paspalum stagger". Se ha de

mostrado que la paspalina y dos metabolitos relacionados, 1a

paspalitrem A y B están presentes en esclerotes de Claviceps

paspali en pasturas tóxicas. Verruculogeno y penitrem A apare

cen comocausantes de temblores por inhibición natural de neu

ronas, las cualesinhiben las células cc motoras (92)(93)(94).

Se incluyen en este grupo metabolitos químicamente rela-­

cionados pero no tremorgénicos, tales comoácido cyclopiazóni

co, ácido tenuazoico, etc. (95) (96) (97)­
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GRUPO: TOXINAS TREMORGENICAS FORMULA MOLECULAR

Grupo Fumitremorgin

Fumitremorgin A C32H4107N3

Fumitremorgin B C27H3305N3

Fumitremorgin C (SM-Q) C H 0 N
22 25 3 3

Verruculogen C27H3307N3

lS-Acetoxyverruculogen 029H3509N3

TR-Z 022H2706N3

Grupo Penitrem

Penitrem A C37H4406NC1

Penitrem B C37H4505N

Grupo Paspalitrem

Paxilline CZ7H3304N

Paspaline C28H3902N

Paspalicine CZ7H3103N

Paspalinine C27H3104N

Paspalitrem A C32H3904N

Paspalitrem B C32H3905N

Aflatrem C32H3904N

Grupo Tryptoquivaline

Tryptoquivaline 029H3007N4

Noruwptoquívalone (tryptoquivalone) C26H2406N4

Noruwptoquivaline C28H2807N4

Deoxytryptoquivaline 029H3006N¿

Deoxynortryptoquivalone C26H2405N4

Deoxynortyptoquivaline C28H2806N4



GRUPO: TOXINAS TREMORGENICAS FORMULA MOLECULAR

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Tryptoquivaline

Metabolitos no tremorgénicos relacionados

Deoxybrevianamide E

Preechinulin

Neoechinulin

Neoechinulin E

Neoechinulin D

Cryptoechinulin
Neoechinulin A

Neoechinulin B

Neoechinulin C

ISOechinulin A

Isoechinulin B

Isoechinulin C

Cryptoechinulin A

Echinulin

Austamide

M

N

G

C22H18°5N4

C22H18°4N4

C23H2005N4

C22H1805N4

C27H2606N4

C22H1804N4

C23H2005N4

C28H2807N4

C26H2405N4

C21H25°2N3

C19H23°2N3

C23H2503N3

C18H1703N3

C24H29°2N3

C29“35°2“3

C19H21°2N3

C19H19°2N3

C24H27°2N3

C24H29°2N3

c24H27°2N3

c24H27°3N3

C24H27°2N3

C29H39°2N3

C21“21°3N3
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GRUPO: TOXINAS TREMORGENICAS FORMULA MOLECULAR

Grupo Acido Tetrímico

Acido Tenuazónico C10H1503N

Acido Cyclopiazónico C20H2003N2

Acido Cyclopiazónico-imine CZOHZIOZN3

Acido Bissecodehydrocyclopiazonico C20H2203N2

I.2.9. GRUPO 9: LACTONAS TOXICAS

La característica de las micotoxinas de este grupo es po­

seer un anillo lactona de cinco miembros (98)(99) . Son prodg

cidas por varios hongos, principalmente por los géneros AsEer­

gíllus y Penicillium (100) (101) (102) (103). E1 hecho de ser

carcinogénicas las convierte en riesgosas para el hombrey los

animales, por lo que merecen estudios más profundos. Tanto la

patulina comoel ácido penicilico se encuentran comocontami­

nantes naturales (104) (105) (106) (107) (108) (109) (110)­

GRUPO: LACTONAS FORMULA MOLECULAR

Patulina C7H604

Isopatulina C7H604

Ascladiol C7H804

Acido Penicílico CSHIOO4



1.2.10. GRUPO 10: ROQUEFORTINAS

Son alcaloides que resultan de interés comopotenciales

micotoxinas dado que los hongos que las producen son comúnmen

te hallados en ensilados fermentados y son usados en la pro-­

ducción de queso roquefort y otros tipos de quesos azules

(lll) (112).

Roquefortine A y B (isofumigaclavine A y B) son esteredsé

meros de fumigaclavine A y B, metabolitos producidos comünmen

te por Aspergillus fumigatus. Roquefortine C y los alcaloides

no relacionados, fueron hallados naturalmente en quesos azukm

en 7 países en una concentración de hasta 6,8 ppm.

Fumigaclavines A y C se producen por Aspergillus fumigatus

involucrados en un síndrome tóxico por ingesta de ensilados

enmohecidos (113) (114) (115) (116),

El grupo de alcaloides llamado rugulovasine son producidos

por Penicillium islandicum y Penicillium concavo-rugulosum.

Chlororugulovasines A y B son reportados como los primeros al

caloides de la ergolina halogenada que aparecen como contami­

nantes naturales (117) (118) (119) (120) (121),

GRUPO: ROQUEFORTINAS FORMULA MOLECULAR

Chlororugulovasine A CIGHISOZNZCI

Chlororugulovasine B C16H1502N2Cl

Rugulovasine A C16Hl602N2

Rugulovasine B C16H1602N2

Fumigaclavine A (SM-2) CISHZZOZNZ
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GRUPO: ROQUEFORTINAS FORMULA MOLECULAR

Roquefortine A (Isofumigaclavine A) C18H2202N2

Fumigaclavine B CIÓHZOON2

Roquefortine B (Isofúmigaclavine B) CLGHZOON2

Fumigaclavine C (SM-l) C23H3002N2

Roquefortine o Roquefortine C C22H2302N5

1.2.11. GRUPO11: EPIPOLITIOPIPERAZINE 3-6-DIONAS

Este grupo de metabolitos de importancia económica son

producidos por hongos no relacionados entre si (Penicillium,

Aspergillus, Gliocladium, Hxalodendron, Chaetomium, Arachnio­

tus y Pithomxces). De todos ellos los más importantes son las

esporodesminas producidas por Pithomyces chartarum (122)

(123).

Las esporodesminas han sido implicadas en la etiología de

la eczema facial, enfermedad importante en rumiantes. Estas

toxinas han sido muyestudiadas en Nueva Zelandia por ser allí

donde prevalece el mal. El hongo que las produce se desarrolla

comosaprófito en vegetales en descomposición, donde produce

una serie de metabolitos relacionados. Esporodesmin B, C, D,

F y G. Estos compuestos se caracterizan por poseer una 3,6

epiditia 2-5-dioxopiperazine unida a un endolopirrolopirazína
(124) (125) (126).

La giotoxin fue originalmente conocida por sus propieda-­



29

des antibióticas. Se ha demostrado su toxicidad en animales

vertebrados. Chetomin es un compuesto complejo del grupo, que

es activo biológicamente contra bacterias gram positivas y vi

rus. Hyalodendrin y los metabolitos relacionados se caracteri

zan por poseer un nücleo benzyldiketopiperazine. Poseen un ag

plio espectro antifüngico, pero no se les conoce toxicidad en

vertebrados (127) (128)­

GRUPO: EPIPOLITIOPIPERAZINE 3-6-DIONAS FORMULAMOLECULAR

Gliotoxin C13H1404N282

Gliotoxin acetate C15H1605NZS2

Dehydrogliotoxin 0131-11204st2

Hyalodendrin C14H1603NZS2

Hyalodendrin tetrasulfide C14H1603N254

Bisdethiodi(methylthio)hyalodendriu C16H2203NZS2

Sporidesmin 018H2006N382C1

Sporidesmin B C18H2005N3SZC1

Sporidesmin C acetate C22H2408N3S3C1

Sporidesmin D C20H2606N382C1

Sporidesmin E C18H2006N3S3C1

Sporidesmin F C19H2206N3S Cl

Sporidesmin G C18H2006N3SAC1

Sporidesmin H C18H1704N3

Sporidesmin J C17H1806N3SZC1

Chaetocin C30n2806N684
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GRUPO: EPIPOLITIOPIPERAZINE 3-6-DIONAS FORMULAMOLECULAR

Chetomin C3IH3006N654

Verticillin A C20H1807N282

Aranotin CZZHZOOSNZS2

Acetylaranotia (LL-58841) CZZHZOOBNZS2

Bisdethiodi(methylthio)acetylaranotin(lL-SBWG) C24H2608N282

Apoaranotiu C20H1806N282

Bisdethiodi(methylthio)acetylapoaranotin C24H2607N282

1.2.12. GRUPO 12: TOXINAS DE ALTERNARIA

Las micotoxinas producidas por el género Alternaria no

han sido estudiadas exhaustivamente a pesar de ser producidos

por un hongo que puede encontrarse contaminando varios produc

tos de la agricultura comoser: trigo, maiz, tabaco, alfalfa,

maní, sorgo, avena, centeno y pastos. Además, como crece a bg

jas temperaturas se ve a menudo implicado en la descomposición

de productos refrigerados.

Los estudios realizados hasta la fecha muestran la produg

ción de varios metabolitos tóxicos pertenecientes al menos a

3 clases de grupos químicos. Alternaria es capaz de producir

ácido tetrámico y ácido tenuazónico (incluidos en otro grupo

en esta clasificación). El segundo grupo de compuestos se ca­

racteriza por poseer un anillo dibenzo [ a] pyrone. Entre los

metabolitos más estudiados se encuentran el alternariol, al­
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ternariol monoetiléter, altenuene, altenuisol e isoaltenuene.

E1 tercer grupo estructural está representado por altertoxin

I y II de composición no bien definida (129) (130) (131)

(132) (133) (134) (135).

Los metabolitos de Alternaria son altamente tóxicos: pre­

sentan actividad citotóxica, mutagénica y teratogénica (136)
(137) (138) (139) (140).

GRUPO: TOXLNAS DE ALTERNARIA FORMULA MOLECULAR

Alternariol CHHIOOS

Altenuisol CLAHIOO6

Alternariol monomethyl ether CISHIZO5

Altenuene C15H1606

Altenusin C15H1406

Dehydroaltenusin CISHIZO6

Altertoxin I C20H1606

Altertoxin II CZOHU‘O6

1.2.13. GRUPO 13: ACIDOS SECALONICOS

Son un grupo de metabolitos íntimamente relacionados, que

fueron aislados originalmente de esclerotes de ClaviceEs Eur­

Eurea y más recientemente de Aspergillus ochraceus (A) y ¿s­

pergillus aculeatus (D y F), Pyrenochaeta terrestris (A, B y

G) y Penicillium oxalicun (D). Quimicamente son dimeros de

xautona que poseen idénticos pesos moleculareS. El ácido seca
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lónico D ha demostrado ser tóxico para el ratón y el ácido se

calónico A mostró actividad antibacteriana (l41) (142) (143)

(144) (145).

GRUPO. ACIDOS SECALONICOS FORMULA MOLECULAR

Acido Secalónico A C32H30014

ACldO Secalónico B (E) C32H30014

Acido Secalónlco C C32H30014

Acido Secalónico D C3¿H30014

Acido Secalónico F C32H30014

Acido Secalónico G 0321-130014

1.2.14. GRUPO 14: MALFORMINAS

Son un grupo de metabolitos caracterizados por poseer un

ciclo pentapéptidos unido a un puente disulfuro a través de

dos residuos de cisteina (146) (147).

Son producidos por hongos pertenecientes al grupo de A¿_­

pergillus niger (149) (149). Manifiestan actividad antibióti­
ca, citotoxicidad y producen inhibición en 1a formación de

raíces con 1a particularidad de ocasionar malformaciones (de

alli su nombre) de los tallos y peciolos en Phaseolus vulgarb

cus y curvaturas en raices de maiz. Es reciente su considera­

ción como grupo potencial de micotoxinas (150) (151) (152).
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GRUPO: MALFORMINAS FORMULA MOLECULAR

Malformina A1 C23H3905NSS2

Malformina A2 C22H3705N582

Malformina Bl C23H3905NSS2

Malformina B2 C22H3705NSS2

Malformina C C23H3905NSS2

1.2.15. GRUPO 15: TOXINAS DEL PENICILLIUM ISLANDICUM

E1 arroz enmohecido con Penicillium islandicum causa hepí

totoxicidad aguda y crónica en animales de experimentación. A

partir de dicha especie se han aislado e identificado varios

metabolitos altamente tóxicos. Estos incluyen pigmentos antra

quinoideos, uno no antraquinoideo (pigmento rojo nitrogenado

llamado erytroskyrin) y dos cic10s clorados conteniendo penta

péptidos (cycloclorotina e islanditoxin). Los pigmentos antra

quinoideos pueden ser agrupados dentro de las antraquinonas

monoméricas tales como 1a emodin, o biantraquinonas tales co­

mo luteoskyrina y 1a rugulosina. Los 2 ciclos clorados conte

niendo pentapéptidos exhiben una toxicidad y propiedades quí­

micas muy similares. Sin embargo, se han propuesto para ellos

estructuras químicas diferentes. La erytroskyrin puede ser

descripta comoun anillo /3 tricetolactámico unido a un anillo
bicícliclo oxyrane vía un grupo polyene (153) (154) (155)(156)

(157) (158).
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GRUPO: TOXINA DEL PENICILLIUM ISLANDICUM FORMULA MOLECULAR

Emodin CISHIOO5

Erytroskyrin C26H3306N

Skyrin C30H180lo

Rugulosina C30H22010

Luteoskyrina C30H22012

Cycloclorotina C24H3107N5C12

Islanditoxin 024H3107N5CL2

1.2.16. GRUPO 16: TOXINAS PRODUCIDAS EN BATATAS

A pesar que los furanosesquiterpenoides tóxicos producidos

bajo ciertas condiciones de stress no son micotoxinas en el

sentido estricto, R. Cole en su "Handbook of Toxic Fungal

Metabolites" (20), los incluye porque 1a infeccion de las ba­

tatas por Fusarium solani o Ceratocystis fimbriata es proba-­

blemente un modo importante de producción.

Quimicamente estos compuestos están constituidos por un

anillo furano sustituido en 1a posición 3 con un grupo penta­

no oxigenado. A pesar de ser relativamente sencillos en la

composicion quimica, son toxinas potentes con efectos especi­

ficos en hígado o pulmón, causando una utípica neumonía inmers

ticial. Los efectos crónicos se manifiestan comonecrosis re­

nal. Estos metabolitos sou considerados la causa de los enve­

nenamientos endémicos de ganado ocasionados por 1a ingestión
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de batatas enmohecidas (159) (160) (161).

GRUPO: TOXINAS PRODUCIDAS EN BATATAS FORMULA MOLECULAR

Ipomeanine CngOU3

l-Ipomeanol C9H1203

4-Ipomean01 C9H1203

1,4-Ipomeadiol C9H1403

Ipomeamaronol CISHZZO4

Ipomeamarone CISHZZO3

Dehydroipomeamarone CISHZOO3

4-Hydroxymyoporone CISHZZO4

1.2.17. GRUPO 17: GRUPOVIRIDIOL

En 1966 se demostró 1a producción de viridin, con fuerte

prOpiedad antifüngica, por parte de Cliocladium virens. Con

posterioridad se ais16 e identificó el viridíol, que es una

forma reducida del viridin. No se conocen datos biológiCos de

los mismos. Más recientemente fueron aislados e identificados

por cristalografia de rayos X la forma demetoxy de ambos metg

bolitos. E1 demethoxyviridiol y el demethoxyviridin son tóxi­

cos para los animales vertebrados. Estos metabolitos son este
roides modificados (20X
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GRUPO: VIRIDIOL FORMULA MOLECULAR

Demethoxyviridin CIQHMOS

Demethoxyviridiol 019111605

Viridin C20H1606

Viridiol CZOHISO6

1.2.18. GRUPO 18: TOXINAS DE ASPERGILLUS

Este grupo está constituido por una amplia variedad de

metabolitos cuya única particularidad es 1a de ser producidos

fundamentalmente por el género Asgergillus. Dadas las diferen

cias químicas se observan también efectos biológicos muy di­

versos (162) (163) (164) (165) (166) (167).

GRUPO: TOXINAS DE ASPERGILLUS FORMULA MOLECULAR

Ácido fl —nitroprop16n1co C3H504N

Ácido kójico cóuóoa

Ácido terreico C7H604

Terrein C8H1003

Fumigatin C8H804

Spinulosin Cal-1805

Maltoryzine CHHIZO4
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GRUPO: TOXINAS DE ASPERGILLUS FORMULA MOLECULAR

Austidiol ClZHIZO5

Ácido aspergillico CIZHZOOZN2

Nigragillin CI3H220N2

Austin C27H3209

Ácido helvólico C33H4408

Fumagillin C26H3407

Xanthomegnin C30H22012

Viomellein C30H24011

Rubrosulphin C29H20010

Viopurpurin C29H20011

1.2.19. GRUPO 19: TOXINAS DE PENICILLIUM

Un gran número de especies del género Penicillium son c9

nocidas por producir metabolitos tóxicos. A pesar de que mu.­

chos de ellos pueden ser producidos por otros géneros, se en­

cuentran agrupados como toxinas de Penicillium dado que, o

bien fueron aisladas inicialmente a partir de Penicillium, o

por ser su principal género productor. Entre los principales

metabolitos del grupo se encuentra 1a citrinina producida fun

damentalmente por Penicillium citringm siendo los efectos más
característicos de 1a toxina los síndromes renales observados

en cerdos (168) (169) (170) (171) (172) (173) (174).

Otro de los metabolitos importantes es el ácido Mycofeng

lico producido fundamentalmente por Penicillium brevi«compac—
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EEE.Posee actividad antibiótica (antibacteriana y antiviral).

Suministrado a monos resus produce eólicos abdominales, heCes

sanguinolentas y pérdida de peso (175) (176) (177) (178).

La PR toxina es producida por Penicillium roqueforti. Se

ha demostrado en células hepáticas que este metabolito inhibe

tanto 1a iniciación como1a elongación de 1a cadena polinucleg
tida (179) (180) (181).

Los metabolitos eremofortins y citreOviridin han sido og

jeto de varias investigaciones (182) (183) (184) (185) (186)

(187) (188).

GRUPO: TOXINAS DE PENICILLIUM FORMULA MOLECULAR

Citrinina C13H1405

Oosporein CMHIOO5

Viridicatin CISHIIOZN

Verruculotoxin CISHZOON2

Decumbin CHI-12404

Cyc10penin C17H1403N2

Cyclopenol C17H1404N2

Griseofulvin C17H1706C1

Dechlorogriseofulvin CNI-11806

Acido Mycofenólico CUHZOO6

Toxina PR C17H2006

Eremofortin A CUHZZO5

Eremofortin B CHI-[2003
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GRUPO: TOXINAS DE PENICILLIUM FORMULA MOLECULAR

Eremofortin C C17H2206

Citreoviridin C23H3006

Viridicatumtoxin C30H31010N

Viriditoxin C34H30014

1.2.20. GRUPO 20: TOXINAS DE FUSARIUM

Se agrupan aqui 3 metabolitos no relacionados químicamen

te que son producidos por especies de Fusarium que frecuente­

mente invaden y colonizan granos y alimentos de gran importan

cia económica. Representan además un peligro potencial c0utza

la salud animal por ingesta de esos alimentos.

La toxina más importante del grupo es la zearalenona.

Desde hace mucho tiempo se ha observado un sindrome estrogéni

co en cerdas, asociadas con el uso de raciones contaminadas

con esta micotoxina. La enfermedad se caracteriza por una vul

vovaginitis y prolapso de ütero y recto. En cerdas prepüberes

se presenta tumefacción de la vulva, aumento de tamaño de las

glándulas mamarias y pezones e hipoplasia de ovarios. Se han

informado casos de fertilidad reducida en vacas a juzgar por

un aumentoen el indice de inseminación artificial asociados

con el consumo de heno contaminado con zearalenona. En ratas

se han observado efectos carcinogénicos y teratogénicos. En

la literatura se encuentran referencias de casos de hiperearg
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genismo humano, que hipotéticamente han sido atribuidos a zea
ralenona. Entre 1978 y 1981 se produjo un notable aumento en

la incidencia de desarrollo sexual precoz en niñas de Puerto

Rico, que por Sus caracteristicas se pensó podrian haber sido

causadas por esta micotoxina. Se observó también una inusual

incidencia de desarrollo mamario en varones jóvenes, que fue­

ra informada en Italia en 1978. (18) (190) (191) (192)

La moniliformina es una ciclobutenediona soluble en agua

que manifiesta sólo toxicidad aguda en animales de experimen­

tación (193) (194)

En cuanto a la butenolida, este metabolito ha sido impli

cado en 1a etiología de la enfermedad llamada "pie de festuca"

(20)

GRUPO: TOXINAS DE FUSARIUM FORMULA MOLECULAR

Moniliformina

Sal sódica C4H03Na

Sal potásica C4H03K

Acido libre CAI-[203

Butenolida C6H703N

(S)-Zearalenona CIBHZZO5

8'-Hydroxyzearalenona CHI-¡2206

1.2.21. GRUPO 21: TOXINAS MISCELANEAS

En este ültimo grupo se han reunido 3 metabolitos que no
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poseen relación química ni biogénica.

Slaframine producida por Rhizoctonia leguminicola es cag

sante de salivaclón excesiva en rumiantes y prolongada estimg
lación de 1a secreción pancreática.

Roseotoxin B es producida por Trichothecium roseum que

ocasiona temblores, hipermotilidad, incoordinación y convu1-­

siones en ratón. Es un pentapéptido relacionado con las toxi­

nas de insectOS llamadas destruxins.

Diploidiatoxin es producida por Diglodia maydis (20).

GRUPO: MISCELANEAS FORMULA MOLECULAR

Slaframine CIOHISOZN2

Diplodiatoxin C18H2804

Roseotoxin B C30H4907N5

Se incluyen en este grupo aquellos metabolitos no consi­

derados en el "Handbook of Toxic Fungal Metabolites" y aque­

llos deSCubiertos con posterioridad.

Los PSoralenos: Son un grupo de furocumarinasque contie­

nen un anillo furano unido por 1a posición 2,3 a una estructg

ra eumarina en 1a posición C6 y C7. Se han aislado más de 30
darivados de los psoralenos a partir de p1antas,flores, semi­

llas y frutas.

Algunos de ellos son producidos por Sclerotia sclerotio­

rum cuando coloniza plantas de apio. No se han aislado psora­
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lenos cuando el hongo crece en otros vegetales. Estos metabo­

litos producen dermatitis en operarios de granja que trabajan

con plantas de apio infectado. Se han constatado efectos anti

bacterianos y citotóxicos. Son además mutagénicos y carcinogg
nicos (195).

Los Territrems: Son metabolitos producidos por Aspergi —

llus terreus. Se conocen 2 compuestos: territrem A cuya fórmu

la es C28H3009y territrem B, Ambos producen tembloC29H3409'

res y convulsiones en ratón por administración intraperitmmal.

Tienen la particularidad de no poseer nitrógeno en su molécu­

la. Esto los diferencia de los otros metabolitos tremorgéni—­
cos (196).

Mollicellinas: Grupo de metabolitos producidos por Chaeuh

miummollicellum. Son policétidos conocidos por ser sintetiza

dos por liquenes. De 18 compuestos que componen el grupo, 2

Son mutagénicos y su característica es pOSeer un grupo ácido

3-meti1butenoico (197).

Phomopsinas: Se conOCen 2 metabolitos A y B aislados de

lupines infectados con Phomopsis leptostromiformis. En Sudáfri

ca se los conoce por ocasionar enfermedades en ovinos que in­

gieren lupines (Lupinosis) y en ovejas ocasiona lesiones hepá
ticas (193).

Fumonisins: Son producidos por Fusarium moniliforme. Son

compuestos que producen cáncer hepático en ratas, y leucoence

falomalacia en caballos (199).

Rhizonin: Es una micotoxina producida por Rhizopus micro ­

22535 que ha sido recientemente identificada por P. Steyn

(200).
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Lumbucinol, sombucoin y apotricotecenos: Son metabolitos

secundarios producidos en concentraciones bajas por Fusarium

crookwell, Fusarium culmorum, Fusarium sporotrichioides. Son

3-hydroxiapotricotec 9-ene (201).

Toxina hemorrígica H Llamada también wortmannin por1L

ser producida por Penicillium wortmannii. Es producida thúén

por ciertas especies de Fusarium y Myrothecium. La producción

de esta toxina hemorrágica está asociada con climas frios, cg

mo Noruega, Alaska y Nueva Zelandia (202).

Fumitoxins: Grupo de metabolitos producidos por Aspergi­

llus fumigatus (A, B, C y D).

Fumitoxin A es el compuesto más importante y posee una

fórmula molecular C31H4208.Estas micotoxinas resultaron lets
les en embrión de pollo (203).

Marasas y col. (204) en "Toxigenic Fusarium Species" in­

cluyen nuevos metabolitos tóxicos producidos por especies del

género Fusarium pero no describen con precisión sus caracte—­

risticas químicas y toxicológicas. Son citadas en esta recopi

lación bibliográfica las siguientes micotoxinas:
- 4 Acetoamido 2 —Ácido butenoico

- 2 Acetilquinazolin 4 (3H)—one

Culmorin

Peptido Ciclico o "Sveelling Factor"
- Monocerins

Equisetin

Fusarioterpenoides
—Fusarins

- Fusariocins
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Fusarentin

Gibberellins

Toxina T-l

Toxina NT-l

Toxina NT-Z

Poaefusarin

Poaefusariogenin

Poin

Toxina Td

Sporofusarin

Sporofusariogenin
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I.l FACTORES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO

I)E ¡{OIÍG()S TCJXICIOCJEliI C()S Y I.A

PRODUCCION DE MICOTOXINAS

La producción de micotoxinas está condicionada tanto por

el genotipo del microorganismo productor, comopor el sustra­

to y el medio ambiente en el cual está creciendo (205)

Analizaremos pur separado la contribución de factores ta

les comoel potencial toxicogénico de 1a cepa füngica, la dis

ponibilidad de nutrientes y ciertos parámetros ambientales co

mo la temperatura y la actividad de agua. Es sumamente impor­

tante tener en cuenta la interacción entre estos parámetros,

que en la naturaleza se combinan para determinar el tipo y

cantidad de micotoxina que se va a sintetizar.

1.3.1. EICROORGANISMO:

La capacidad de producir una micotoxina no depende sólo

de la e3pecie füngica, sino también de la cepa. Los aislamien

tos de una misma especie pueden diferir en el tipo y cantidad

de micotoxinas producidas.

En el caso de las aflatoxinas producidas por Aspergillus

flavus y Aspergillus parasiticus existen en ambasespecies ce

pas no toxicogénicas. Las cepas de AsPergillus parasiticus

más frecuentemente aisladas de semillas de oleaginoSas, como

por ejemplo mani, son potentes productoras de aflatoxinas BI,

BZ, G y G en tanto que Aspergillus flavus, más común en ce­l 2

reales, usualmente produce sGlo aflatoxinas B1 y BZ. La canti
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dad y proporción relativa de aflatoxinas producidas también

varia notablemente para los diferentes aislamientos.

Variaciones similares se han obServado para otros hongos

toxicogénicos (Tabla 1)(205).

Tabla 1: Incidencia de cepas toxicogénicas de diferentes espe

cies de hongos.

Especies Toxinas N° de l de cepasaislados toxicogenicas

Aspergillus flavus aflatoxinas 3460 74.4

A. ochraceus ocratoxina 77 16.9

A. ochraceus ácido penicilico 17 52.9

Penicíllium viridicatum ocratoxina 83 61.4

P. viridicatum Citrinina 98 45.9

P. aurantiogriseum ácido penicilico 67 80.6

P. aurantiogriseum tremorgenos (bioensayo) 27 14.3

P. crustoaum tremorgenos (bioensa,o) 15 86.7

F. culmorum zearalenona 434 62.9

F. graminearum zearalenona 29 93.1

F. sporotrichioides bioensayo 65 93.8

F. oae bioensayo 63 96.8

Alternaria alternate bioensayo 381 8.1

Stachxbotrzs alternans bioensayo 72 66.7

La prOporción de aislamientos capaces de producir una de

terminada micotoxina puede también variar según el sustrato
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del cual fueron aisladas, según el área geográfica o la época

del año.

1.3.2. FACTORES NUTRICIONALES

Aún cuando una eepa füngica tenga genéticamente la capa­

cidad para sintetizar una micotoxina, la cantidad dependerá

de la disponibilidad de nutrientes en el sustrato (206). Du——

rante la fase activa de crecimiento de un microorganismo en

cultivos de laboratorio se produce muy poca cantidad de mico­

toxina. La biosIntesis del metabolito secundario ocurre prin­

cipalmente cuando se ha alcanzado la fase estacionaria, en la

que el crecimiento se ve limitado por el agotamiento de algún

nutriente (Fig. 1).
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Figura 1: Relacion entre crecimiento y metabolismo
secundario.

Los sustratos naturales difieren en su capacidad para es

timular la biosintesis de Micotoxinas. Por ejemplo en un estu

dio con Aspergillus parasiticus, el maIz resultó ser el mejor

sustrato, siguiéndole en orden de importancia el arroz y lue­
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go el sorgo (207). Lo mismo ocurre con zearalenona, para 1a

cual uno de los mejores sustratos es el arroz, en tanto que

se producen muy pequeñas cantidades o no se produce en cebada,

avena y soja.

En el caso de hongos capaces de producir más de una micg

toxina, la composición del sustrato también influye sobre las

cantidades relativas de las toxinas producidas.

I.3.3. FACTORES AMBIENTALES:

Aún cuando el microorganismo disponga de todos los reque

rimientos nutricionales, su crecimiento y la biosintesis de

micotoxinas se verán notoriamente afectados por parámetros am

bientales, entre los cuales los más importantes son la tempe­

ratura y la actividad de agua (aw). Este ültimo parámetro re­
emplaza actualmente al contenido de humedad, como una expre-­

sión más Gtil de la disponibilidad de agua para el desarrollo

de microorganismos.

Las condiciones para la producción de micotoxinas son

siempre mas restringidas que aquellas que permiten el creci-­

miento del hongo. La aw minima de crecimiento generalmente es

menor que la aw minima para 1a producción de micotoxinas. Ln

muchos casos 1a producción de la toxina ocurre solamente en

un rango de actividad de agua considerablemente más alta que

las requeridas para el crecimiento y en un rango de temperatu

ra más estrecho, tal como se muestra en 1a Figura 2 para la

producción de aflatoxinas por Aspergillus flavus.
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Figura 2.

Otra observación general es que existe una marcada integ

aceión entre 1a actividad de agua y 1a temperatura, ejemplifi

Cada en los siguientes datos obtenidos para la biosíntesis de

patulina por Byssochlamys nivea en jugo de manzana (Tabla 2)

(208).

Tabla 2: Influencia de 1a temperatura y aw sobre el crecimieg

to y producción de patulina por pyssochlamys nivea.

Mínima a a
w

21°C 30°C 37°C

Crecimiento 0,915 0.886 0.871

Patulina 0.978 0.968 0.959
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Los datos referidos a valores óptimos y limitantes de

temperatura y actividad acuosa no han sido aún evaluados para

todas las micotoxinas de importancia en los alimentos. Es di­

ficil comparar resultados obtenidos en diferentes laboratorios,

porque esos valores dependen de la cepa y el sustrato emplea­

dos, de las condiciones de Cultivo (luz, 02, pH, etc.) y tam­
bién de los procedimientos analíticos. Algunos de los valores

que se encuentran en la bibliografía se han reunido en la Ta­

bla 3 (204).

En el caso de los hongos del grupo Aspergillus flavus,

la temperatura óptima de crecimiento es aproximadamente 37°C,

pero la máximaacumulación de aflatoxinas tiene lugar en el

rango entre 25°C y 30°C. La presencia de estos metabolitos en

los alimentos constituye un problema importante en paises de

clima tropical y subtropical, aunque también se los ha detec­

tado en zonas de clima templado. Con temperaturas más bajas y

alta humedadrelativa de la atmósfera se favorecerán las toxi
nas de Fusarium, tal como la zearalenona.

Cuando los hongos son capaces de sintetizar más de una

micotoxina, las condiciones ambientales también influyen 50-­

bre el tipo y cantidad de metabolito producidos. Por ejemplo,

F. tricinctum produce diacetoxiscirpenol (DAS)y toxina T-Z a

8°C, mientras que a 25°C sintetiza preponderantemente HT-Z.
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Tabla 3: Influencia de la temperatura (T) y la actividad de

agua (au) en el crecimiento de hongos toxicogénicos
y producción de algunas micotoxinas "in vitro".

T ópt. Rango de T aw Gpt. aw limite Refinnmfia

Aspergillus flavus 37°C 7-44°C 0,98 0,78 Dhauu'yDa­

Aflatoxina 25-30°C l4-40°C 0,98 0,85 vis( 209)

Fusarium roseum 25°C qumio y

Zearalenona 25°C c°1°( 210)

Zearalenona 25°C 0,97 0,90 “unaü'y

(F.graminearum) ¿01' (21 1)

Penicillium expansum 24°C 0-31°C 0,99 0,85 Nbrümlty

Patulina 16°C 0-24°C 0,99 0,95 col.(212)

Aspergillus ochraceus 30°C 8-37°C 0,99 0,76 Nbrümlty

Getatoxina 31°C 12-37°C 0,99 0,85 coL.(213)

Penicillium viridicatum 24°C 0-31°C 0,97 0,86 Norman y

Ceratoxlna 24°C 4-31°C 0,97 0,90 col.(213)

Penicillium cyclopium 24°c 4-31oc 0,97 0,87 Northolty

Acido penicilico 24°C 4-31°C 0,97 0,95 601- (214)

Alternaria alternata 25°C 0,98 0,88 Magaly

Altenuene-Alternuriol 25°C 5-30 c 0,93 0,90 Iacey ( 215)
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Los valores de aw limitantes para la producción de patu
lina son relativamente altos, lo cual explica que esta toxina

se encuentra en frutas (principalmente manzanas) y jugos de

frutas, pero no en quesos duros ni en pan, donde sólo se la

ha detectado ocasionalmente aunque los hongos capaces de pro­

ducirla puedan proliferar en estos productos.

La temperatura óptima para 1a producción de ocratoxina A

es más alta para Aspergillus ochraceus (31°C) que para Pausi­

llium viridicatum (24°C), aunque el rango de aw es similar pa

ra ambos mohos. Penicillium viridicatum es generalmente el mi

croorganismo responsable oe la contaminación con ocratoxina A

de los alimentos en los países de bajas temperaturas. Algunas

cepas producen simultáneamente ocratoxina A y citrinina(216).
En condiciones naturales, otros factores, ademásde los

ya considerados interactúan sobre el crecimiento y metabolis­

mode los mohos. Entre ellos deben citarse la interacción con

otros microorganismos, la presencia de agentes antimicrobia-­

nos, la acción de otros entes biológicos tales comoinsectos

y roedores, etc. También el genomade la planta influye sobre

la cantidad de micotoxinas que pueden 3er producidas por un

hongo que ha colonizado exitosamente el sustrato en la etapa

pre- o post-cosecha. La búsqueda de híbridos o variedades re­

sistentes ha sido considerada camo un posible mecanismo de

control de la formación de aflatoxinas en cultivos tales como

maiz, mani y soja.



I.k UTILIZACION DE BIOENSAYOS PARA LA

DETECCION DE MICOTOXINAS Y HONGOS

TO)(IC()GED¡IC()S

En los ültimos años tanto la agricultura comola indus-­

tria de los alimentos se ha visto necesitada de monitorear la

contaminación de micotoxinas en alimentos para consumo humano

y animal.

El desarrollo de ensayos sensibles, rápidos y reproduci­

bles para 1a detección de estos metabolitos füngicos es un

prerrequisito esencial para su uso en estudios de incidencia
de micotoxinas en alimentos.

Los ensayos basados en una acción biológica (bioensayo)

ofrecen la pos1bilidad de"screeniu¿'tanto para micotoxinas cg

nocidas como no conocidas y pueden ser utilizados para config

mar la presencia de una toxina detectada por un método quimi­

co (217).

Selectividad y sensibilidad

Pocos bioensayos son capaces de detectar un amplio rango

de micotoxinas (más de 10);es por eso que se aconseja el em­

pleo de más de un bioensayo y en paralelo (218).

Por otra parte los limites de detección varían en un am­

plio rango, por ejemplo, para una misma micotoxina (la aflatg

xina Bl) el limite de detección está en el orden de los nano­
gramos en el bioensayo con embrión de pollo y en el orden de

los miligramos con fibroblastos humanos.

Además un mismo bioensayo por ejemplo: embrión de pollo,
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es sensible a la toxina T2 y al DASfrente a 0,01/Lg mientras

que se necesitan lOO/Ugde griseofulvina para tener una res­
puesta biológica (219).

Algunos ensayos no son suficientemente sensibles para ga

rantizar su uso como método de "screening" ni como prueba con

firmatoria, mientras que otros son tan sensibles o más aün

que los métodos químicos. Por ejemplo el bioensayo con emmión

de pollo resulta ser uno de los ensayos más sensibles al DAS

(220) (221).

Interferencias

Los ácidos, en particular el ácido linoléico, suele dar

falsos positivos en el bioensayo con Artemia salina (222).

Existen también evidencias que los ácidos grasos inducen

‘falsos positivos en los bioensayos con reticulocitos de cone­

jo y en Tetrahymena Pyriformis (223).

Estos ácidos son encontrados en concentraciones inhibito
rias en extractos füngicos clorofñrmicos (221).

Algunos solventes utilizados en la extracción de las mi­

cotoxinas afectan los resultados de los bioensayos (224).

Se sabe también que algunos animales y cultivos de teji­

dos (cuando son usados como bioensayos) pueden dar falsos po­

sitivos debido a las toxinas de origen bacteriano o de plan ­

tas superiores. Por otra parte mutagénicos de origen no füngi

co pueden interferir en los bioensayos. No hay otros datos

disponibles sobre la interferencia de componentes de extrac­
tos de alimentos en la determinación de micotoxinas cuando se

usan bioensayos.
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La mayoria de los trabajos de investigación consiste en

estudios realizados con bioensayos con toxinas puras. Se cono

ce poco sobre si la Sensibilidad es aumentada o disminuida

por la acción conjunta de distintas micotoxinas y la interac­

ción micotoxinas y otros metabolitos.

Importancia de los bioensayos

El mayor valor de estos ensayos consiste en la identifi­

cación inicial y el aislamiento de nuevas micotoxinas.

Por otra parte los ensayos biológicos son más adecuados

para monitorear la desaparición o aparición de sustancias tó­

xicas (provenientes de materias contaminadas) debidas a trans

formaciones originadas por un proceso tecnológico.

Organismos utilizados para la detección de micotoxinas

Se han utilizado numerosos microorganismos, animales

(tanto acuáticos comoterrestres), plantas y cultivos de órgg

nos y tejidos, en la detección de micotoxinas. Se citan a con
tinuación algunos de los más importantes.

Microorganismos:

Bacillus thuringiensis (225)

B. subtilis (226) (227)

B. StearothermOphilus (228)

B. cereus mycoides (229)

B. megaterium (230)

B. brevis (231)

Escherichia coli (232)



56

Photobacterium phosphoreum (233)

Salmonella thyphimurium (234)

Candida albicans (235)

Histoplasma capsulatum (235)

Rhodotorula rubra (235)

Sacchargmyces cerevisiae (236)

Aspergillus nidulans (237)

Neurosgora crassa (237)

Tetrahynema pyriformis (238)

Euglena gracilis (239)

Chlorella spp (239)

Colpidium campylum (240)

Animales acuáticos:

Artemia salina (241)

Truchas (242)

Larvas y Pez Cebra (243)

Animalesterrestres:

Embrión de pollo (244)

Larva de gusano de seda (245)

Patitos (246)

Pollos (247)

Piel de animales de laboratorio (248)

Rata, Ratón (249) (250)

Cultivo de órganos y tejidos:

Células Hela (251)
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Carioblastos humanos (252)

Fibroblastos humanos (253)

Células de riñón, higado y músculo de Rata(254)

Reticulocitos de Conejo (255)

Plantas:

Semillas (256)

Polen (257)

Plantas Jóvenes (258)

1.4.1. BIOENSAYO UTILIZANDO BACILLUS THURINGIENSIS

Varias especies del género Bacillus han sido utilizadas

comoorganismos de bioensayo para la detección de micotoxinas:

B. megaterium (259), B. stearothermophilus (228) y B. thrurin­

giensis (260) para la detección de aflatoxinas; B. subtilis

(251) y B. thuringiensis (262) para la detección de patulina

y ácido penicilico; B. cereus var. mycoides (229) para la de­

tección de ocratoxinas; B. stearothermophilus (263) para la

detección de roquefortina.

En un trabajo más reciente, Boutibonnes y col. (225) en­

contraron que 40 metabolitos füngicos ejercían toxicidad fren­

te a una cepa de B. thuringiensis y elaboraron un bioensayo

que permite la detección de los mismos basándose en el método

de difusión en agar utilizado para el dOSaje de antibióticos.

La evaluación de la respuesta del microorganismo del big

ensayo frente a las micotoxinas, se lleva a cabo teniendo en
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cuenta dos criterios: l) la inhibición celular del bacilo co­

moconsecuencia directa del efecto antibacteriano de las mis­

mas y 2) la elongación celular de los bacilos ocasionada por

concentraciones subletales de las micotoxinas. Estos compues­

tos ejercen una perturbación en la replicación del ADN,resul

tando una división celular defectuosa, dando lugar a la apari
ción de células bacterianas filamentosas. Distintos agentes

genotóxicos ejercen este tipo de acción, entre ellos las afla
toxinas (225) y la zearalenona. (264)

En nuestro laboratorio hemos estudiado la respuesta de 2

cepas de Bacillus frente a extractos de hongos productores de

micotoxinas.

En la Tabla 4 se observa la actividad antibacteriana y

la elongación celular de los diferentes extractos füngicos

frente a B. megaterium y B. thuringiensis serotipo l (265).
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Tabla 4: Actividad antibacteriana y elongación celular de

diferentes extractos füngicos frente a B. megaterium

y B. thuringiensis serotipo I

TM“) Emsayocon Ensayoccn

ngo que B

Prodme D.Z.I (a) L.C. (b) D.Z.I (a) L.C. (b)
um un mn un

A. flavus aflatmdnas 21,0 :_0,4 3,8 i 1,0 23,9 i 0,8 21,0 i 8,5

Link 8991 BI, B2 y G1

A. parasiticus aflatcndnas 12,0+ 0,9 4,5 i 0,9 14,9 i 0,8 5,5 i 6,3

3145 B1, B2, Gly G2

A. versicolor estengmto- 12,5Í 0,5 2,9 t 0,7 21,3 i 1,8 9,7 i 4,4

MP 536,3 cistina

A. terreus cin-lmna y 19,5t 0,5 3,2 i 0,4 23,4 i 0,5 11,9 i 4,3

patulina

A. ochraeeus
ochratmdna A 29,2 + 0,8 5,1 t 0,7 29,9 i 1,2 17,3 i 8,9

NRRL 3174

P. Viridicatum ocl'n'atcndnaA 11,1 i 0,5 3,6 i 0,6 13,4 1 1,3 9,0 i 2,7

P. citrinum citrlmna 7,6 Í 0,4 3,0 + 0,9 13,4 t 0,4 7,7 + 2,2

P- °Y°1°Pium patulina 15,6 i 0,4 3,2 Í 0,5 19,6 i 0,3 11,4 i 3,0

toxina T-2
F. poae T746 ms,neosola¡úol 10,8 i 0,6 2,8 + 0,8 12,5 4_>0 8,9 + 5,0

y themlida
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T I G) Emnmnam hawocmi

o me B.mïauïhm L flmflngemns

produce D.Z.I (a) L.C. (b) D.Z.I (a) L.C. (b)
nm un mn un

F. melanochlorum toxina 17,8 i 0,8 3,5 t 0,5 20,1 i 1,3 10,0 i 3,4

T 80.3 acetil T-2

F. tricinctum toxina T-2, 9,6 i 0,7 3,0 i 0,7 12,5 i 0,4 5,2 i 2,9

ATCC 24631 Hr‘z’ ms y
mwaflaúol

F. graminearum zearalmona 11,0 i 0,5 4,5 i 0,7 20,0 t 1,0 14,8 i 5,9

NRRL 6101 y vmritmdna

F. graminearum zearalenona 11,6 i 0,4 4,9 i 0,8 22,9 i 2,6 15,9 i 6,9

NRRL 6207 y'wmiumdna

aCetona—agua N.I. (c) 2,8 i 0,8 N.I. (c) 3,1 Í 0,7

(80:20,v/v)

(a) D.Z.I. :Diámtro de 1a zma de Mühidfi) en mn.

(b) L.C. : Ingltud celular en un.

(c) N.I. : Noinhibición.

B. Thuringiensis serotipo 1 presentó halos de inhibición
frente a todos los extractos füngicoa ensayados. Dichos halos

resultaron mayores para extractos conteniendo ocratoxina A,

aflatoxinas, citrinina y patulina, zearalenona y vomitoxina.

Debe tenerse en cuenta que estas observaciones corresponden a
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análisis cualitativos, ya que no fueron cuantificadas las to­

xinas presentes en los extractos.

La mayoria de los extractos analizados frente a B. mega­

terium dieron halos menores que para B. thuringiensis seroti­

po 1. La diferencia de mayor importancia entre ambas cepas es

la presencia de elongación celular en B. thuringiensis seroti

po 1 en respuesta a 1a acción genotóxica de ciertas micotoxi­

nas, no observadas o prácticamente nula en B. megaterium. De

acuerdo con los resultados obtenidos se observa 1a convenien­

cia del empleo de B. thuringiensis serotipo l para la detec­

ción de hongos productores de aflatoxinas, ocratoxina A, zea­

ralenona y patulina conjuntamente con citrinina. Por otra par

te este bioensayo constituye una prueba preliminar importante

para la detección de metabolitos füngicos genotóxicos.

1.4.2. BIOENSAYO UTILIZANDO LEPIDIUM SATIVUM

Payen (256) estudió la acción que ejercen los tricotece­

nos y otras sustancias con propiedades antimitóticas en semi­

llas de Lepidium sativum. Demostró que tanto los tricotecenos

comolos otros antimitóticos ejercen poca o ninguna acción so

bre el crecimiento del embrión pero inhiben fuertemente el de

sarrollo de 1a radicula. Por otra parte De Pauli (266)en su

tesis doctoral demuestra que la toxina T2 en concentraciones

ligeramente superiores a l/Lg/ml inhibe (en semillas de Pisum
sativum) 1a hidrólisis del almidón, 1a síntesis de proteinas

y ácidos nucleicos, como asI también la síntesis de ARNy ADN

y que además lesiona el hipocótilo e inhibe el crecimiento de
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la radicula, concordando esta observación con lo publicado

por Payen (256).

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto un bioensayo

utilizando Lepidium sativum. Para ello se emplearon 6 cepas

de Fusarium toxicogénicas y 6 no toxicogénicas. Todas las ce­

pas productoras de tricotecenos dieron respuestas toxicológi­

cas positivas, siendo la semilla sensible a los nanogramosde

toxina T2 (267) . Los resultados se observan en la Tabla 5.

Tabla 5: Grados de toxicidad y producción de tricotecenos en

diversas especies de Fusarium.

cepa No Especie (a) Grado de Producción de Tricotecenos
Toxicidad en Medio BL2 (b)

T 4-210 Fusarium graminearum 4 Toxina T-2 (2/Lg/ml)

T 8099-1 Fusarium sambucinum 4 Diacetoxiscirpenol (309/bg/

var trichotheciodes ml), neosolaniol (d/bg/ml)
T 10-8 Fusarium sp. 4 Toxina acetil T-2 (no cuan­

tificada)

T 4-410 Fusarium culmorum 4 Toxina T-2 (1,9/Lg/ml),

neosolaniol (0,á/Lg/ml)
T 80-3 Fusarium melanochlorum 3 Toxina acetil T-2 (no cuan­

tificada)

T 3-41 Fusarium culmorum 3 Toxina T-2 (1,2/bg/ml

H 30-2 Fusarium sambucinum l No produce

var coeruleum

H 11-2 Fusarium tricinctum 1 No produce
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Grado de Producción de Tricotecenos
cepa No Espede (a) Toxicidad en Medio BL2 (b)

H 11-1 Fusarium lateritium l No produce

T 13-1 Fusarium sp. 1 No produce

T 14-2 Fusarium sp. l No produce

T 24-4 Fusarium sp. l No produce

Referencias: (a) Las cepas fueron clasificadas taxonómicamentesegún la

clave propuesta por Joffe

(b) Las determinaciones de capacidad productora de tricote­

cenos fueron realizadas en la Unité de Recherche de To­

xicologie Alimentaire, I.N.S.E.R.M , Francia.

1.4.3. ENSAYO REC: BIOENSAYO PARA LA DETECCION DE TOXINAS

QUE LESIONAN EL ADN CELULAR

Ciertas micotoxinas provocan cáncer dañando el ADN,mate

rial hereditario de la célula. La lesión inicia un complejo

proceso celular, que, en las células de los mamíferos, puede

conducir con el tiempo a un estado canceroso. Los agentes que

lesionan el ADNson por lo tanto cancerígenos en potencia.

Tanto las lesiones del ADNcomo los procesos celulares de re­

paración son notablemente similares en las bacterias y las cg

lulas humanas. Esta es la justificación teórica que permite

sustituir las células de mamíferos por bacterias en el estu——

dio de lesiones del ADN.La justificación teórica se apoya en

resultados experimentales y prácticos: los ensayos bacterianas
distinguen entre sustancias cancerIgenas y no cancerIgenas,
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ya conocidos, con una fiabilidad de más del 90 Z y han identi

ficado comocancerIgenos potenciales productos químicos nue-­

vos, que posteriormente han demostrado su naturaleza canceri­

gena en pruebas con animales. Naturalmente, las manifestacio­

nes de la lesión del ADNen las bacterias difieren mucho de

la transformación en estado canceroso que se observa en las

células de mamíferos. En compensación, los ensayos bacteria-­

nos al ser rápidos y económicos, hacen que la detección de

cancerígenos a gran escala pueda considerarse ya un objetivo
alcanzable.

Entre estos métodos encontramos el ensayo Rec que es uno

de los aconsejados por Environmental Protection Agency (EPA)

de los Estados Unidos (218) para el estudio de sustancias mu­

tagénicas. El mismose basa en que los distintos daños produ­

cidos sobre el ADNestán sujetos a la reparación por recombi­

nación post-duplicación y que las bacterias mutantes que care

cen de 1a posibilidad de efectuar dicha reparación (Rec_) son

más sensibles a los agentes mutagénicosque las células norma­

les que le dieron origen (Rec +). Kada y col. (268) proponen

para este ensayo utilizar 2 cepas de Bacillus subtilis: la ce

pa H 17 (Rec +) y la cepa M 45 (Rec _) que fue aislada como

una mutante supersensible luego de irradiar la eepa H 17. Una

de las ventajas de este ensayo es que no está restringido a

la detección de mutantes puntuales específicas, ya que puede

detectar daños producidos por distintos mecanismosy en cual­

quier locus (o multi loci) del ADN.Comotodo ensayo con bac­

terias, necesita activación metabólica para poder detectar

las sustancias promutagénicas que son activadas a nivel hepá­
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tico.

1.4.4. HEMOLISIS EN HEMATIES HUMANOS

La hemólisis por parte de toxinas bacterianas ha sido am

pliamente estudiada (269) inclusive es un criterio tenido en

cuenta para 1a clasificación de estreptococos. Son hemolIti-­

cas las toxinas 8 y ó del Clostridum navyi, las toxinas/3' ,
3', 5 y E' del Clostridium oedematiens, la CL toxina de Egg:

tridium septicum, 1a tetanolisyna de Clostridium tetani, las

, Í ,8 y 8 toxinas de Staphilococcus aureus y las Streptg

lisinas -S y Cï del Streptococcus pyogenes (270). Estas toxi­

nas, a diferencia de las micotoxinas, son de origen proteico.

Sin embargociertos antibióticos con estructuras semejantes a

las micotoxinas también son hemolIticas, por ejemplo, la anfo

tericina B, ascosina, tricomicina candidina y etruscomicina

(271L

Las micotoxinas no han sido suficientemente estudiadas

en su aspecto hemolitico. En el laboratorio de Mycologia Apli

cada de la Facultad de Farmacia, Universidad de Nancy, Fran-­

cia (272) y en el Departamento de Bioingeniería, Universidad

Nacional del Litoral (273) se han llevado a cabo estudios pre

liminares comprobandoque la toxina T2, zearalenona y citrini
na manifiestan acción hemolItica.

1.4.5. BIOENSAYOS CON EMBRION DE POLLO

Distintos investigadores han publicado sobre letalidad y
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teratogénesis en embriones de pollos producidas por micotoxi­

nas (274) (275) (276), como así también sobre metodologíaapli

cable a1 estudio directo de micotoxinas en alimentos utilizan

do embriones de pollos (277).

Vesely (276) estudió el efecto de 19 micotoxinas utili——

zando embriones de pollo y demostró que toxina T2 y diacetoxi

scirpenol producían letalidad a concentraciones tan bajas co­

mo0,0i/¿g y acción teratogénica a concentraciones de 0,003flg

Por otra parte son necesarios ICO/Lgde griseofulvina para

producir igual efecto letal y 1o/wgpara el efecto teratogéni
co. En 1a Tabla 6 se observan los resultados obtenidos por

Vesely y col.

Tabla 6: Embriotoxicidad de las micotoxinas.

Micotoxina DOSIS €%0g)
Letal Teratogénica

Toxina T2 0,01 0,001

Diacetoxiscirpenol 0,01 0,001

Toxina PR 0,1 0,01

Aflatoxina B1 0,1 0,01

Aflatoxina G1 0,1
Ocratoxina A 0.1

Rubratoxina B 0,1

Aflatoxina Ml 1,0 0,1

Aflatoxina B2 1,0 0,1
Acido micofenólico 1,0 0,1
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Micotoxina D051s (/Lg)
Letal Teratogénica

Aflatoxina B2 1:0

Esterigmatocistina 1,0
Patulina 1,0

Zearalenona 10 1,0

Citrinina lo

Acido penicilico lO

Acido tenuazónico 10

Brevianamide A 10

Griseofulvina 100 10,0

Los resultados obtenidos en relación a los encontrados

en cultivo de células de mamífero, como asi también en ratas

y ratones, lo revelan de alto valor predictivo en 1a detección

de micotoxinas (276).

1.4.6. BIOENSAYO CON CULTIVO DE CELULAS DE MAMIFEROS

A fines del siglo pasado comenzaron los estudios tendien

tes a señalar 1a importancia del medio interno para regular

las actividades del tejido vivo. Para poder entender las pro­

piedades funcionales de las células y cómoestas células afeg

tan o son afectadas por el medio ambiente, era necesario ais­
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larlas en sistemas artificiales.

Los primeros trabajos tendientes a1 aislamiento de célu­

las del organismo original fueron realizadas en 1866, pero

fue Wilhem Roux en 1885 (278) quien trabajó con cultivos de

tejidos organizados. Este tipo de experimentos tenía por obje

to el estudio de órganos, tejidos o células, pero no indepen­

dientes del animal en experimentación. Harrison en 1907 (279)

ideó una técnica simple y eficaz que permitía a las partes e;

plantadas crecer y desarrollarse fuera del organismo en medios

artificiales. Finalmente, Burrowy Carrel en 1910 (280) adap­

taron los métodos de Harrison al cultivo de tejidos de anima­

les de sangre caliente usando técnicas quirúrgicas y medios

adecuados que permitían mantener los cultivos en condiciones

controladas. De esta forma, con los progresos graduales en las

técnicas y la elaboración de medios adecuados, pronto fue po­

sible cultivar células y fragmentos de tejidos aislados casi

de cualquier parte del organismo.

Cultivo de células

Son cultivos de células dispersas a partir de órganos o

tejidos, incluyendo poblaciones derivadas de células únicas.

Han sido utilizados con muchoéxito en Virología debido prin­

cipalmente a la gran sensibilidad de los mismos a la infección

viral permitiendo medir reacciones virus-célula huésped que

luego pueden extrapolarse a organismos.

Distintos cultivos celulares se han utilizado para el es
tudio de micotoxinas. Por ejemplo, células leucémicas de rata

para detectar fusarenona. DASy Patulina (281); células Hela



69

para ocratoxina, tricotecenos, aflatoxinas, sporidesmina y

epipolitiopiperazine 3-6 dionas.

Robb J. (282) llevó a cabo un estudio comparativo entre

1a cromatografía en capa delgada y 1a citotoxicidad en células

HEp.-2 y Chang. para la investigación de tricotecenos demos-­

trando que el bioensayo es más sensible a esas micotoxinas.

Por otra parte aconseja el test para el "screening" de micotg
xinas desconocidas en alimentos para animales.
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I.5. OBJETIVOS

Las numerosas investigaciones llevadas a cabo en los ül­

timos años sobre el tema micotoxinas han permitido el descu-­

brimiento de cerca de trescientos metabolitos tóxicos de ori­

gen füngico. Sin embargo, Organismos Internacionales como FAO

y OMSrecomiendan continuar con la búsqueda de nuevas micoto­

xinas y nuevos hongos toxicogénicos, dado que al contaminar

alimentos y forrajes podrían ser la causa de enfermedades en

humanos y animales cuya etiología se deseonoce.

Los trabajos previos realizados en nuestro pais han esta

do orientados fundamentalmente al estudio de incidencia de al

gunas micotoxinas en cereales y oleaginosas y son escasas las

investigaciones sobre flora füngica toxicogénica (13).

Esto nos lleva a plantear la necssidad de conocer más e!

haustivamente los hongos contaminantes de alimentos, para de­

tectar mediante una bateria de ensayos biológicos las cepas

toxicogénicas, poniendo en evidencia aquellas cepas que perte

necen a especies conocidas comono toxicogénicas a1 presente.

Se contribuiria asi a disminuir los riesgos en salud humanay

animal originados por las micotoxinas.

Los objetivos del presente trabajo son:

1- Evaluar la capacidad toxicogénica de los hongos conta

minantes de alimentos para consnmc humano y/o animal,

procesados en la zona de influencia de la ciudad de

Santa Fe.

2- Clasificar los hongos que resultan toxicogénicos en:

a) Cepas pertenecientes a especies conocidas como to­
xicogénicas;
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b) Cepas pertenecientes a especies conocidas como no

toxicogénicas.

Investigar si las cepas del grupo 2 a son productoras

de micotoxinas asociadas a 1a especie.

Determinar las características cromatográficas de los

metabolitos tóxicos producidos por las cepas pertene­

cientes a1 grupo 2b (Rf para un dado sistema de sol­

vente).



II MATERIALES Y METODOS



II.1.MUESTREO DE ALIMENTOS

E1 muestreo se realizó en 1a ciudad de Santa Fe y zonas

de influencia en el período 1984-1986.

Se tomaron muestras de:

maiz y trigo a la entrada de un molino harinero (4 muestras

de cada tipo de grano por año; 2 en invierno y 2 en verano);

arroz, soja y sorgo de silos en una fábrica de alimentos ba

lanceados para aves (4 muestras de cada tipo de grano por —

año; 2 en invierno y 2 en verano);

papas a partir de lotes contaminados en un mercado munici —

Pal;

pastas frescas a partir de lotes contaminados provenientes

de distintos supermercados;

manteca y queso a partir de lotes contaminados suministra-­

dos por una industria de productos lácteos.

IL2.AISLAMIENTO DE HONGOS

Para el aislamiento a partir de granos se procedió de

acuerdo a Lura y col. (283). Se incubaron entre 10 y 15 gra­

nos en cámara húmeda durante 72 horas a 30 i 2°C. Las colonias

füngicas desarrolladas que presentaban diferencias macroscópi
cas, fueron repicadas a placas de agar malta hasta verifica‘

ción de cultivos puros. Luego se repicaron a tubos con el mis

mo medio y una vez desarrollados los hongos se conservaron en

heladera a 4°C.

En el caso de los otros alimentos, los hongos se aisla —
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ron a partir de lotes visiblemente contaminados, por repique

con ansa de aguja a placas de agar malta. Se incubó y se pro­

cedió como en el item anterior.

II.3.CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las cepas fueron conservadas por repiques periódicos en

agar malta y conservación en heladera a 4°C, con supresión de

1a evaporación.

II.4.CULTIVO DE LAS CEPAS EN SUS

MEIDI()S EC()L()G [C()S

Con las cepas aisladas a partir de granos se procedió de

1a siguiente forma: se prepararon los correspondientes medios

de Cultivo, colocando 20 gramos de granos finamente molidos

en 100 ml de agua destilada. Se llevó a ebullición hasta geli

ficación. Se diluyó 1: 5 con agua destilada y se agarizó al

2 Z. Se esterilizó a 1 atmósfera durante 30 minutos.

Los hongos provenientes de productos lácteos se cultiva­

ron en leche entera agarizada al 2 Z y esterilizada a 1 atmós

fera durante 15 minutos. Los hongos aislados a partir de pa——

pas se cultivaron en medio agar papa sacarosa (206). Para el

estudio de los hongos aislados a partir de pastas frescas se

utilizó el medio ecológico a base de granos de trigo.

Los distintos medios de cultivo se distribuyeron en cajas

de Petri de 85 mmde diámetro intero, a razón de 30 ml por ca

ja. Los hongos fueron sembrados haciendo 3 toques equidistan­
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tes con ansa de aguja. Se incubó 14 dias a 30 i 2°C.

Por cada cepa en estudio se sembraron 3 placas, obteniég

dose asi 9 colonias con idénticas caracteristicas.

II.5.EXTRACCION DE METABOLITOS TOXICOS
Luego del período de incubación, se extrajo el centro de

cada colonia füngica con la ayuda de un tubo de hemólisis de

vidrio (9,6 mmde diámetro interno) utilizado como sacabocado.

El disco extraido (hongo más medio de cultivo) se introdujo

hasta el fondo del tubo de hemólisis y se agregó 1 ml de clo­

roformo (19). Se dejó actuar el solvente durante 24 horas.Lue

go se trasvasaron los 9 extractos correspondientes a cada ce­

pa en estudio a un tubo de ensayo (sólo la parte liquida). Se

mezcló y se distribuyó en 9 frascos de 10 ml de capacidad. Se

evaporó a sequedad a 80°C y se mantuvo a esa temperatura 10 minutos

para esterilizar el extracto seco. Se conservó a -20°C.

II.6.IDENTIFICACION DE LAS CE PAS

Los mohos aislados fueron identificados observando sus ca

racteres culturales (aspecto del crecimiento, forma, tamaño y
color de las colonias en distintos medios incubados a distin­

tas temperaturas) y por sus caracteres morfológicos utilizando micros

copio estereoscópico y mediante 1a técnica de microcultivo (284).

Para la realización de cada microcultivo, se esterilizó

una caja de Petri dentro de la cual se habia colocado un pequeño trozo

de algodón, una varilla de vidrio en forma de Z y sobre ella un portaob­



75

jetos.
En otra caja de Petri se vertió agar Czapek hasta formar

una capa de 3 mmde espesor. Una vez solidificado, se recortó

el agar con un bisturí estéril en trozos de aproximadamente 1 cmz. Uno de

estos trozos se colocó sc)bre el centro del portaobjetos. Luegose inocu­

laron los 4 bordes del bloque de agar con el hongo en estudio y se cubrió

con un cubreobjetos estéril, de mayor tamaño que el trozo de agar. A fin

de obtener una cámara húmeda, se embebió el algodón con 2 —3 ml de agua

estéril. La incubación se realizó a 30 i 2°C. La clasificación en distin­

tos géneros füngicos se llevó a cabo segün criterios de Barnett (285) y

Pitt (286). La clasificación en distintas especies del género Asgergillus

se realizó según las claves de Thomand Raper (287); la del género 222i­

cillium según Raper and Thomy confirmado de acuerdo a las claves de Pitt

(289). El género Fusarium se clasificó de acuerdo a las claves de Booth

(290), Gerlach (291) y Joffe (292).

Los mediosde cultivos utilizados para la clasificación fueron:

. Agar Malta (MEA)

Extracto de malta 20,0 g

glucosa 20,0 8

peptona 1,0 g

agar 25,0 g

agua destilada 1000 m1

pH aprox. 4,7

Preparado según Raper and Thom (288).

. Agar Czagek

NaN03 3.0 g

KZHPo4 1,0 g

Ms 504. 7 H20 0,5 g
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K Cl 0,5 g

FeSO4. 7H20 0,01 g

sacarosa 30,0 g

agar 15,0 g

agua destilada 1000 ml

Preparado según Raper and Thom (288).

Agar papa sacarosa (para identifikación de Fusarium)
*

Extracto de papa 500 ml

sacarosa 20,0 g

agar 20,0 g

agua destilada 500 ml

El agua y el extracto de papas se mezclaron y se adicio­

nó luego el azúcar y el agar. La mezcla se calentó lentamente

hasta disolución del agar y se ajustó el pH a 6,5 con CaC03.
Se esterilizó 20 minutos a 1 atmósfera.

*El extracto de papas se preparó con 1800 g de papas peladas

y cortadas colocadas en una muselina en 4500 ml de agua y

hervidas 10 minutos. El líquido se separó y se esterilizó

20 minutos a l atmósfera. Se conservó en heladera hasta su

USO.

. Bilay's modificado por Joffe (Medio para esporulación

de Fusarium)

KHzPo4 1,0 g

KNO3 1.0 g

MgSOa. 7H20 0,5 g

KCl 0,5 g

almidón en polvo 0,2 g
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glucosa 0,2 g

sacarosa 0,2 g

agar 15,0 g

agua destilada 1000 m1

Se agregaron tiras de celulosa poco antes del agregado

del agar.

Según Booth (290).

. Agar Czapek- Extracto de levadura (CYA)

KZHP04 1,0 g
*

Czapek concentrado 10 ml

extracto de levadura en polvo 5,0 g

sacarosa 30,0 g

agar 1590 É

agua 1000 ml

Esterilizado a 1 atmósfera durante 15 minutos.

*Czapek concentrado:

NaNO3 30,0 g

KCl 5,0 g

MgSOa. 7H20 5,0 g

FeSO4. 7H20 0,1 g

agua 100 m1

Nose esteriliza.

. Agar Nitrato 25 Z glicerol (G25 N)

K HPO2 4 0,75 g

Czapek concentrado 7,5 ml

extracto de levadura 3,7 g
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glicerol grado analítico 250,0 g

agar 12,0 g

agua destilada 750 m1

Esterilizado a 1 atmósfera durante 15 minutos.

IIJ. EXTRACTOS BLANCO PARA BIOENSAYOS

Los extractos blancos fueron obtenidos de igual forma

que los extractos füngicos, trabajando sobre el medio de cul­

tivo no inoculado.

II.8. BIOENSAYOS

11.8.1. BIOENSAYO UTILIZANDO BACILLUS THURINGIENSIS

Obtención de esporos:

Se trabajó con una cepa de B. thuringiensis serotipo l

procedente de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Nancy, Nancy, Francia.

Sobre una estria fresca del bacilo, se hicieron rodar

perlas de vidrio estériles. Se traspasaron luego a una super­

ficie de agar tripticasa soya* contenida en botella de Roux.

Se incubó a 30°C durante 24 horas y luego 7 dias más a tempe­

ratura ambiente. Transcurrido ese tiempo se agregaron 30 ml

de solución fisiológica a la botella a fin de extraer la ma-­

yor cantidad posible de células. Se centrifugó a 1.500 r.p.m.

durante 20 minutos. Una vez desechado el sobrenadante, las cg
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lulas se lavaron con otros 30 ml de solución fisiológica. Es­

te procedimiento de lavado se repitió otras 2 veces más. Al

término de la última centrifugación se reSuspendiñ el sedimen

to en igual volumen de solución fisiológica (30 ml) y se re­

partió en tubos estériles. Dichos tubos Se colocaron en Baño

Maria a 80°C durante 30 minutos. De este modo se obtuvo una

gran cantidad de esporos, lo que permitió disponer de un inó­

culo homogéneo y standarizado permanentemente.

*Agar tripticasa soya:

peptona de caseIna 15,0 g

peptona de soya 5,0 g

glucosa 2,5 g

ClNa 5,0 s

KZHPo4 2.5 g

agar bacteriológico 15,0 g

agua destilada 1000 ml

Esterilizado a 120°C durante 20 minutos.

Preparación de las placas y siembra del bacilo:

Se prepararon cajas de Petri de 85 mmde diámetro inter­

no conteniendo 10 ml de agar tripticasa soya. Una vez solidi­

ficado el medio de cultivo se vertió sobre las mismas 5 m1

del mismo medio conteniendo una suspensión de esporos de 105 ­

3.105/ml. Una vez solidificadas las placas se colocaron discos

portasoluciones (item D3299 Scientific Glass Aparatus 735

Broad Street, Bromfield, NewJersey, USA).
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DISCO PORTASOLUCIONES .

Item D 3299 Scientific Glass Aparatus 735.
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Bioensazo: Los extractos füngicos conservados a —20°Cfue

ron llevados a temperatura ambiente y redisueltos en 1 ml de

acetona —agua (80 : 20, V/V) (257).

Se colocaron 0,2 ml de cada extracto acetónico en los po

cillos del disco portasoluciones trabajando por cuadruplicado.

El blanco se agregó a razón de 0,2 ml por duplicado. Se reali

zó una predifusión de los metabolitos a 4°C durante 12 horas.

Se incubaron luego las placas a 30 i 2°C durante 24 horas.

Evaluación de la toxigenidad de los extractos:

Va Medida del halo de inhibición: Al cabo del período de incu

bación se retiraron los discos portasoluciones y se midie­

ron los diámetros de las zonas de inhibición expresando el

resultado promedio de los cuadruplicados en mm.

b V Medida de la elongación de los bacilos: Se tomó material ­

celular del borde de la zona de inhibición, se realizó un

frotis y una coloración bacteriana simple. El mismoproce­

dimiento se efectuó para cada cuadruplicado, midiéndose en

total 200 células. El resultado se expresó como el prome——

dio de la longitud celular en /¿m.
En base a los resultados obtenidos con las cepas contro­

les se definició el siguiente criterio de evaluación para la
toxicidad de los extractos:

Elongación Inhibición

< 11 /Lm débilmente tóxico .<,10 mmdébilmente tóxico

12 — ZO/Lm tóxico lO — 20 mm tóxico

>20/Lm muy tóxico > 20 mmmuy tóxico
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11.8.2. BIOENSAYO UTILIZANDO LEPIDIUM SATIVUM

Se trabajó con semillas de Lepidium Sativum "Frise" (L.

Claude, F-91220 —Brettigny-sur-orge).

Los extractos füngicos conservados a —20°Cfueron lleva­

dos a temperatura ambiente y redisueltos en l m1 de acetona­

agua (80: 20, V/V).

El ensayo biológico se llevó a cabo en cajas de Terrasaki

de poliestireno atóxico, constituidas por 60 pocillos de ZOflJ

de capacidad máxima cada uno, distribuidos en 6 filas y 10 hi

1eras (267). En cada pocillo se agregaron 10/u1 de agua desti
lada comodiluyente, con una micropipeta automática. En 1a

primera fila se agregaron, sucesivamente, 10/u1 de 4 extractos
diferentes, por duplicado y 2 extractos blancos. Cada extrac­

to se diluyó con micropipeta al medio sucesivamente hasta la

dilución 1/64. Se colocó una semilla en cada pocillo y 4 gotas

de agua en los bordes de la caja para constituir una cámara

húmeda. Se tapó e incubó a 25°C durante 24 horas.

Evaluación de 1a toxicidad:

a) Se establecieron 4 estadios de germinación para evaluar el
crecimiento de la semilla:

l- Hinchamiento y ruptura de los tegumentos.

2- Aparición del hipocótilo.
3- Puesta en evidencia de la radicula.

4- Encurvamiento de 1a misma y posteriores estadios.

b
V Grado de toxicidad: Se le asignó a cada semilla el valor

del estadio de germinación correspondiente y se sacó un

promedio para todas las diluciones de un mismo extracto.
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Se hizo lo mismo con el duplicado y se promediaron ambos

valores. Se obtuvo Í. Lo mismo se hizo con el blanco, obte
- - , í

niéndose B y se calculo 1a relacion -:­
B

Considerando como testigo de cepa muy toxicogénica a la

cepa de Fusarium ane utilizada por Payen en sus estudios pre

liminares (257) se definieron 4 grados de toxicidad:

i; Grado de toxicidad
B

0,25 e 0,59 4 - Muy tóxico.

0,60 —0,79 3 —Tóxico.

0,80 —0,89 2 - Débilmente tóxico.

Mayor o igual a 0,90 l - No tóxico.

11.8.3. ENSAYOREC

Se llevó a cabo una adaptación de 1a técnica de Kada.

(268). Se trabajó por separado y en paralelo con las cepas de

Bacillus subtilis M45 y H 17 cedidas gentilmente por el Dr.

T. Kada del Department of Induced Mutation, National Institute

of Genetics, Mishima, Japón. Los bioensayos se realizaron con

y sin activación metabólica.

Obtención de esporos y preparación de las placas:

Se trabajó de igual forma que en el bioensayo con B.thu­

ringiensis.
Cuando el ensayo se llevó a cabo con fracción microsomal,

1a misma fue agregada al inóculo de bacilos a razón de 0,5 m1.
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Activación Metabólica:

—Inducción de las enzimas hepáticas de rata:

La técnica utilizada es 1a propuesta por Czygan y col.

(293).

Se utilizaron ratas Wistar de 180 —220 g de peso. Las

mismas fueron inyectadas en forma intraperitoneal con Aroclor

1254 (diluido en aceite de maíz estéril a una concentración

de 200 mg/ml) con dosis de 500 mg/kg de peso.

Cinco dias después las ratas fueron sacrificadas por de­

capitación con guillotina, previo ayuno de 12 horas. Durante

1a experiencia las ratas fueron mantenidas en bioterio clima­

tizado, con ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.

Obtención de la fracción microsomal "8-9":

Se utilizó 1a técnica recomendada por Garner y col.(294)

Todas las etapas se llevaron a cabo en mesa fría usando mate­

rial de vidrio y soluciones estériles. Los hIgados de rata

(peso promedio 10 —13 g) se colocaron en vasos de precipita —

dos y se enjuagaron con una solución de KC1 0,15 M. Después

de pesados se transfirieron a un vaso de precipitado contaúen

do (3 ml/g de tejido húmedo) de KCl 0,15 M. Se trozó con tije

ras estériles y se homogeneizóen Potter con martinete de te­

flón. El homogenato se centrifugó a 4°C a 9000 g durante 10

minutos y el sobrenadante (8-9) se distribuyó a razón de 2 ml

en pequeños tubos de plásticos con tapa a rosca. Se congeló

rápidamente en hielo seco y se conservó en nitrógeno liquido.

Al momentodel uso se descongeló a temperatura ambiente

y se conservó en agua con hielo. Para eliminar posibles conta
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minacionesbacterianas se filtró por filtro Millipore con fil

tro de 0,45/um.

Preparación de la solución de cofactoresgyf ¿lgï:

Antes de cada experiencia se disolvieron 20 mg de gluco­

sa 6 fosfato y 40 mg de NADPpor cada ml de solución buffer.

La solución buffer contenía 762/ug Mg C12, 2,46 mg KCl y 14,2

mg NaZHP03/ml de solución.
La solución final se esterilizó por filtración a través

de filtro Millipore de 0,4ï/Lm.

Bioensayo:

Los extractos füngicos conservados a ¿20°C fueron lleva­
dos a temperatura ambiente y redisueltos en 1 ml de acetona:

agua 80: 20 V/V.

Se colocaron en los pocillos del disco portasoluciones a

razón de 0,1 m1 por extracto en estudio. Se trabajó por dupli

cado y con un blanco por placa.

Las placas se colocaron 20 horas en heladera para facili
tar una mejor difusión de los metabolitos. Se incubó a 37°C

durante 20 horas.

Cuando se trabajó con activación metabólica en cada poci

llo se adicionó 0,1 ml del extracto y 0,1 ml de la solución

de cofactores y sales. Transcurrido el periodo de incubación

se retiró el disco portasoluciones y se midieron los halos de
inhibición.

Los resultados se interpretaron según el criterio pro———

puesto por Leifer y col.(227)considerándose resultados positi
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vos (actividad mutagénica positiva) cuando la cepa de É¿_EEB—

¿Elis M45 (ADNreparasa deficiente) fue inhibida en mayor

grado que la cepa B. subtilis H 17.

Si ambas cepas fueron inhibidas en la misma extensión,

los resultados fueron considerados comonegativos (acción an­

tibiótica).
En base a los resultados obtenidos con las eepas contro­

les se definió el siguiente criterio de evaluación para el

efecto mutagénico:

Diferencia entre halo cepa H 45 —H 17:

< 2 mm — Débilmente tóxico.

2-6 mm — Tóxico.

‘> 6 mm — Muy tóxico.

11.8.4. HEMOLISIS

Se utilizaron policubetas descartables con 96 pocillos

de 300/u1 de capacidad (12 hileras y 8 filas).

En cada pocillo se colocaron 50/41 de solución fisiológi

ca y al primero de cada hilera se le adicionó Sq/Lml del ex——
tracto füngico.

Luego se efectuaron diluciones sucesivas al medio con ca

da uno de los extractos hasta lograr la dilución 1/256.

Se agregó a cada pocillo 5/ul de una suspensión a1 10 Z
(en solución fisiológica) de glóbulos rojos humanoslavados.

En cada placa se procesaron por duplicado 5 extractos y

un blanco.

Se incubó a 37°C y se estipuló como tiempo de lectura 5

horas ya que en estudios previos (273) se observó que a par —
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tir de dicho tiempo no se observaron variaciones significati­

vas con toxinas puras ni con extractos füngicos toxicogénicos.

En base a los resultados con cepas controles se definió

el siguiente criterio de evaluación (no se considera 1a dilu­

ción 1/2):

Hemólisis en la dilución:

1/4 — Débilmente tóxico.

1/8 y 1/16 - Tóxico.

3 1/32 - Muytóxico.

11.8.5. BIOENSAYO CON EMBRION DE POLLO

Se utilizó la técnica propuesta por Garcia (295). Los ex

tractos füngicos para este bioensayo fueron redisueltos en

etanol —agua 40 : 60, V/V. El solvente acetónico utilizado en

otros bioensayos resultó letal en más del 2 67 7. de los ca­
sos.

Se colocaron huevos fértiles (White Leghorn) en incubado

ra horizontal a 38 —39°C y 70 Z de humedad aproximadamente. g

los 6 dias de incubación se observó la viabilidad a través de

un ovoscopio (presencia del embrión, vasos sanguíneos y movi­

lidad). Por cada extracto a estudiar se seleccionaron 6 hue ­

vos embrionados vitales. Se perforaron en la cámara de aire y

se inocularon con aguja (10 x 0.5) inyectando 0,1 ml del ex­

tracto sobre la fárfara interna. Las perforaciones se sella-­

ron con esmalte para uñas. Con los extractos blanco se traba­

jó de igual forma.

Se llevaron a cabo observaciones diarias, registrándose

las muertes, alteraciones teratogénicas. Se observó el creci­
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miento de los pollos durante los 30 primeros días después del

nacimiento.

En base a los resultados obtenidos con las cepas toxico­

génicas controles se consideró:
Efecto débilmente tóxico - mortandad del 50 Z y 66,6%

tóxico - mortandad del 83,3 Z

muy tóxico —mortaldad del 100 Z

Correspondiendo una mortandad no superior al 33,3 Z para el

blanco.

11.8.6. BIOENSAYO CON CELULAS VERO

Las células VEROson una línea celular de riñón de mono

verde africano Cercopithecus aethiops. Los extractos füngicos

para este bioensayo fueron redisueltos en etanol - agua40: 60

V/V. El solvente acetona- agua utilizado en los ensayos ante

riores resultó tóxico para las células VEROproduciendo gran­

des halos de inhibición ( > 2 cm).

Obtención del inéculo:

Un cultivo de células VEROdesarrollado en monocapa en

botella de Roux de 1.000 m1, se tripsinó a 37°C hasta comen-­

zar el desprendimiento de 1a monocapa. Se eliminó la tripsina

dejando 2 m1 aproximadamente de la misma. Se agitó luego la

botella para desprender las células.

Bioensaxo:

El inóculo fue sembrado en 30 botellas tipo Roux de 20

m1 con medio MEM5 Z más 0,2 Z de gentamicina a 37°C. Se cul­
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tivó con tapón de goma a 37°C hasta viraje del medio del rosa

a1 amarillo.

Se eliminó el medio de cultivo y se colocó en cada bote­

lla sobre la monocapa un disco de papel (de 0.5 cm de diáme——

tro) impregnado en extracto, previo toque del disco en papel

estéril para eliminar exceso de extracto.

Se agregó a cada botella medio Eagle 2 Z con igual cant;

dad de agua agarizada al 3 Z fundida. Se incubó a 37°C duran­

te 24 horas. Se agregó 4 m1 de formol para fijar 1a monocapa

al vidrio y se dejó actuar 20 minutos. Se eliminó el formol y

el medio agarizado. Se 1av6 con agua y se coloreó con cristal

violeta. Se midieron los halos no coloreados tomándose el si­

guiente criterio de evaluación:

No tóxico 0,5 cm

Débilmente tóxico 0,5 — 1 cm

Tóxico 1 — 2,5 cm

Muy tóxico > 2,5 cm*

* Corresponde al mayor halo obtenido (cepa de Aspergillus

ochraceus, fuerte productora de ocratoxina).

Soluciones y medios utilizados en este bioensayo:

- Solución de Tripsina:

Tripsina 1,5 g

NaCl 16,0 g

KC1 0,8 g

glucosa 2,0 g

Ncho3 1,16 g
EDTA 0,4 s
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HZO hasta 1000 m1

rojo fenol 0,5 Z 2 m1

La solución estéril se diluye a1 medio para su uso.

- Medio de crecimiento: MEM5 Z

MEM 10 x lO m1

Suero de ternera inactivado 5 m1

NaHCO3 5 Z hasta pH 7,2 — 7,4

Antibiótico GENTAMICINA) 2 g

H20 hasta 1000 m1

Medio de mantenimiento: Eagle 3 Z

Eagle 10 x 10 m1

Suero de ternera inactivado 3 m1

NaHCO3 5 Z hasta pH 7,2 — 7,4

Antibiótico (GENTAMICINA) 2 g

HZO hasta 100 m1

11.8.7. CEPAS TOXICOGENICAS CONTROLES

Aspergillus ochraceus NRRL3174

Fusarium graminearum NRRL6101

Fusarium graminearum NRRL6207

Fusarium tricinctum ATCC24631

Asgergillus versicolor MP536.3 | Laboratorio de Mico­

Fusarium ane T. 746 logia Aplicada E.N.

Fusarium melanochlorum T 80.3 S.A.I.A. de Nancy,

Francia.



Aspergillus flavus Link 8991 —Universidad del Estado de
Gantes, Bélgica.

Aspergillus parasiticus - Facultad de Bioquímica y Farma
cia, U. N. de Buenos Aires.

Penicillium viridicatum —Cátedra de Microbiologia de

los Alimentos, Facultad de Cien­

cias Exactas, U. N. de Buenos

Aires.

Aspergillus terreus I Depto. Bioingeniería, Facultad

Penicillium cyclopiug de Ingeniería Química, U. N.

Penicillium citrinum del Litoral.

Las cepas controles se cultivaron en medio BL2inductor

de la biosIntesis de micotoxinas (206) y 1a extracción de los

metabolitos tóxicos se llevó a cabo como en el caso de las ce

pas aisladas de alimentos.

Expresión de resultados en base a 1a respuesta de 1a to­

talidad de los bioensayos:
No tóxico: No se observó efecto en ninguno de los bioen­

sayos.

Débilmente tóxico: Al menos en uno de los bioensayos se

obtuvo respuesta "débilmente tóxica", pudiendo ser el res
to negativas.

Tóxico: A1 menos en uno de los bioensayos se obtuvo res­

puesta "tóxica", pudiendo ser el resto, débilmente tóxi­

cas o negativas.

. figz_tégiggz Al menos en uno de los bioensayos se obtuvo
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respuesta "muytóxica" pudiendo ser el resto, tóxicas,

débilmente tóxicas o negativas.

Los criterios utilizados para evaluar toxicidad son rela

tivos, ya que los resultados pueden estar afectados por facto
res como: la estabilidad del o los metabolitos en el solvente

de extracción, por la mayor o menor difusión de los metaboli­

tos en los medios utilizados en los bioensayos, por la permea

bilidad celular del organismo utilizado en el ensayo biológi­
co.

IL9.ANALISIS DE MICOTOXINAS POR

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Se investigó la presencia de:

Aflatoxinas BI, B2 , Gl y G2 ; Patulina ;
Citrinina ; Acido Penicilico ; Esterigmatocistina ;
Gliotoxin.

Se empleó el método propuesto por Séott (296). Se utili­

26 en todos los casos standard y standard interno de las micg
toxinas en estudio.

Las toxinas de Fusarium:

Diacetoxyscirpenol ; Toxina T-Z ; Moniliformina ;

Zearalenona ; Butenolida ; Nivalenol ; Neosolaniol'

Toxina HT-Z.

Se analizaron por el método de Kamimura(297). Se utili­

26 en todos los casos standard y standard interno de las micg
toxinas en estudio.
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Para el caso de:

Acido secalónico D y Acido cyclopiazónico ;

Rugulosina y Rubratoxina B ;

Fumitremorginas (A y B) ; Verruculógeno ;

Nigragilina ; Decumbin ; Alternariol y Altenuene ;

Alternariol monoetil éter

Se utilizó la metodologia propuesta por Cole (20).

No se contó con standares puros. Se consideró el Rf y el

color de las manchas luego del rociado con distintos revelado

res, a1 observar a 1a luz visible y a 1a luz ultravioleta.

II.10.FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS

FUNGICOS POR CROMATOGRAFIA EN

CIAI’A DEIL(3AI)A

Se procesaron extractos pertenecientes a especies no re­

conocidas comotoxicogénicas (segün 1a bibliografia consulta­

da) y extractos de hongos que mostraron características toxi­

cológicas distintas a las descriptas en 1a literatura.

Para cada extracto distinto se procedió de 1a siguiente
forma:

Se sembraron 2 extractos del mismohongo (redisueltos cg
da uno en l m1 de cloroformo) en forma de banda sobre un cro­

matofolio AL silicagel 60 (20 x 20 - Art. 5553 de Merck) de

0,2 mmde espesor.

Se desarrolló el cromatograma en el sistema T.E.F. _pro —

puesto por Scott (296). Se dejó correr el frente de solvente
12 cm desde la linea de siembra.
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Se observó la placa a la luz visible y a la luz ultra­

violeta (onda larga y corta). Se marcaron en el borde de la

placa las zonas donde se encontraban manchas definidas.

Se cortó luego una banda de 1 cm de ancho, tomada desde

un extremo y en el sentido de la corrida cromatográfica.

Se roció con p- anisaldehido según Scott (296). Se mar­

caron las zonas de las manchas que aparecieron luego del tra­

tamiento con luz visible y luz ultravioleta (onda larga y cor
ta).

El resto de la placa se cortó en 6 bandas paralelas a la

siembra y aproximadamente iguales, tratando de no fraccionar

ninguna de las manchas marcadas.

Cada banda se raspó con espátula y se colecta toda

1a silicagel en un tubo de centrífuga. Se‘agregaron 2 m1 de

cloroformo, se agitó en vortez 1 minuto y se centrifugó

a 5000 r.p.m. durante 10 minutos. Se recogió la fase liquida.

Conla silicagel se repitió la operación de extracción otras
2 veces.

El volumen final se fraccionó en 2 volúmenes igua——

les, los que fueron llevados a sequedad en recipientes de 10
m1.

Se conservó a —20°Chasta 1a realización de los bioensa­

yos.

Con cada una de las 6 fracciones se repitieron los bioen

sayos.

Las fracciones que resultaron tóxicas fueron recromato

grafiadas en 3 sistemas de solventes:
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1: Tolueno —Acetato de Etilo - 90 Z Acido f6rmi—

co (6: 3: 1)

2: Cloroformo —Acetona (9: l)

3: Benceno —Acido Acético (7: 3).

Se determinó el Rf de las manchas observadas a 1a luz vi

sible a 1a luz ultravnfleta (onda larga y corta) y luego de

rociado con SOH etanólico 30 Z y p- anisaldehido preparado
4 2

según Scott (296).

II.11.ANALISIS ESTADISTICOS

Se analizó 1a hipótesis siguiente:

Los 8 bioensayos responden de igual fiorma.

Se utilizó el test de 1a suma de los órdenes (298).

Para los 8 bioensayos en su conjunto el estadístico de
prueba es:

8 2H=—12-<‘ LL-auwl)
N(N+1)¿—— ni

i= 1

N = Suma de los tamaños de todas las muestras N = 58 x 8==464

ni = Tamaño de 1a muestra i

R1 = Suma de los órdenes de 1a i —ésima muestra.

Se analizaron también bioensayos de a pares:

Se estudió 1a hemólisis versus cada uno de los bioensa­

yos restantes. (Dadoque existe poco en la bibliografía sobre

hemólisis en relación a micotoxinas). Se estudió 1a acción en
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células Vero versus acción en embrión de pollo.

Se estudió Elongación en B. thuringiensis versus Ensayo

Rec con y sin activación metabólica.

E1 estadístico utilizado en estos casos fue:

T'. Para n1 y n2 superiores a 10 (en nuestro caso n1 =58

y n2= 58). (Extractos toxicogénicos correspondientes a Peni­
cillium, Fusarium y Aspergillus).

La distribución de T' de las muestras es aproximadamente

normal con media

fLT = n1 (n1 + n2 + 1) / 2 = 3393

y variancia

(¡VPN n1“2 (“1 + n2 +1)= 32799
12

Para un riesgo d_, el valor t calculado es:

t = T' — t + 1/2 = T' - 3393 + 0,5

GVT' V_32799

donde T; es el valor de T' observado.
En todos los casos planteamos como hipótesis:

Los bioensayos responden de igual forma.

TomamosOL= 0,05 (riesgo de rechazar erróneamente una hi

pótesis que resulta ser correcta), para eseoL, el valor criti
co de 1a distribución normal es 1,96.

Si It l <1 1,96 no rechazamos 1a hipótesis.



III RESULTADOS Y DISCUSION
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III.1.EVALUACION DE. LA CAPACIDAD

TC)XI(30(3E[€I(3A DE L(JS lIODiG()S

COBJTADdIbJANÏFES DE AL.IMEINT(JS PAEKA

(IOIJSIJM() iiUbfiABJO Y O AEJI MZXL

La Tabla 7 presenta los resultados obtenidos con las ce­

pas de hongos toxicogénicos controles frente a los distintos

bioensayos utilizados en el trabajo.

La cepa de A. ochraceus NRRL3174, productora de ocrato­

xina, fue la que mayor toxicidad manifestó en los bioensayos.

Cabe acotar que esta cepa produce ocratoxina en cantidad sig­

nificativa. Por otra parte se pone en evidencia la acción ne­

frotóxica de esta micotoxina ya que en células Vero (células

de riñón de mono verde africano) se obtuvo la mayor acción tg

xica en relación a los otros hongos controles estudiados.

A. ochraceus y P. viridicatum producen ambos ocratoxina,

sin embargo 1a menor producción de toxina por parte de este

ültimo se manifestó en una respuesta mas débil o nula en los

bioensayos.

A. flavus Link 8891, productor de aflatoxinas B1, B2 y

G1 presentó acción mutagénica en el ensayo RECafin sin activa

ción metabólica. Este fenómeno puede explicarse porque bajo

ciertas condiciones de reacción (alta concentración de aflatg
xinas y largo periodo de tiempo) estas toxinas pueden unirse

covalentemente a1 ADN(299). Asimismo esta cepa de A. flavus

Link mostró una alta genotoxicidad frente a B. thuringiensis.

A. terreus, productor de citrinina y patulina, no respon
dió al ensayo RECpero si manifestó elongación celular en el

bioensayo con B. thuringiensis.



TABLA7:

Respuestatoxicológicadehongos

toxicogénicosutilizadoscomocontroles.

HOI‘ÉGO

TOXINA(S)

QUEPRODUCE

L.sativum

B.

thuringiensis

REC

Elong.

Inhib.

(mm)

ConF.M,SinF.M.
(mm)*ü

(mm)**

HEMOLISIS M.D.H.***

E.POLLO
ÜenflkhdZ)

A.flavus Link8991

aflatoxinas
51’B2yG1

21,0i8,5

23,9-+0,8

MTD

N 0

A.parasiticus

3145

aflatoxinas

31'32’GlyG2

T

14,9i0,8

N
1/2

A.versicolor

MP536,3

esterigmato­

cistina

MT

21,3:_1,8

N
1/2

A.terreus

citrininay

patulina

A.octlraceus

NRRL3174

ocratoxinaA

T
1/16

T
1/8

100Z

P.Viridicatum

ocratoxinaA

T

13,4¿1,3

ZC)

N0

50Z

P.citrinum

citrinina

T

13,410,4

Z O

T
1/16

P.cyclopium

patulina

T

11,4+3,0

T

19,630,3

ZC)

D
1/4

*diámetrodelhalonocoloreado**diferenciaentrediámetrocepaM45yH17 ***máximadiluciónhemolítica

xAcciónantibiótica.

xxVer"MaterialesyMétodos".

=Notóxico.

N D=Débilmentetóxico.
T
=Tóxico.

MT=Muytóxico.

(continúa)
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TABLA7

(Continuación)

HONGO

TOXINA(S)

QUEPRODUCE

L.sativum

(íÏ'xxB

CEL. VERO

B.

thuringiensisREC

Elong.

(/Lm)

HEMOLISISE.POLLO

Inhib.M.D.H.***(Letalidad7.)

(mm)

ConF.M.SinF.M (mm)**(mm)kk

F.poaeT746

toxinaT-Z

DAS,neosolaniol

ybutenolida

MT

0,30

8,9

N Í5,0

NDDMT

12,5-+001,01/4100Z

F.mflawdflonm

T80.3

toxina

acetilT-2

10,0

+3,4

F.tricinctum

ATCC24631

toxinaT-2, HT-Z,DASy neosolaniol

+2,9

F.graminearum

NRRL6101

zearalenona

yvomitoxina

+5,9

o\°

M
oo

4’\
¡—I

ZC)

ZC)

O
6

¡d

+I

F.graminearum

NRRL6207

zearalenona

yvomitoxina

H

MTnMTDT 91,912,01/4837.

* ** ***

diámetrodelhalonocoloreado

diferenciaentrediámetrocepaM45yHI7

máximadiluciónhemolItica

xxVer"Materia1esyMétodos".

=Notóxico. =Débilmentetóxico. =Tóxico.

T=Muytóxico.ZDE-¡Z
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P. citrinum no presentó acción genotóxica, no respondió

al ensayo RECni al bioensayo con B. thuringiensis. Posible-­

mente sea productor de algún metabolito que neutralice la ac­

ción de la citrinina, o 1a concentración de ésta en el extras

to, se encontraba por debajo de la minima para obtener respues

ta en los bioensayos.

F. graminearum NRRL6101 y F. graminearum NRRL6207, pro

ductores ambos de zearalenona y vomitoxina, manifestaron un

comportamiento semejante en la mayoria de los bioensayos; sin

embargo la cepa 6207 mostró un alto poder mutagénico. Probdfle

mente sea productora de otro metabolito, que por si mismo o

por acción sinérgica sobre zearalenona o vomitoxina, sea el ,

responsable de la acción mutagénica observada. Este efecto seu

Vio disminuido por la activación metabólica en el ensayo REC;

La inhibición en 1a germinación de L. sativum fue espe-st

cialmente sensible a los tricotecenos, si bien resultó afectaf.
da, pero en menor grado, por otras micotoxinas, como aflatoxi}

nas, esterigmatocistina, ocratoxina y patulina. Esto está de

acuerdo con lo observado por Tabbache (300).

Los tricotecenos presentaron una acción significativa en

el ensayo de hemólisis, no siendo hemoliticas las aflatoxinas

ni 1a esterigmatocistina.

En cuanto al ensayo de letalidad en embrión de pollo,

los resultados encontrados concuerdan con los hallados por

Veselí (276), observándose alta letalidad frente a toxina T-Z.

Nose constató efecto letal frente a citrinina; es sabido que

Se necesita una dosis de lO/ug de esta toxina para obtener le

talidad, mientras que con sólo 0,01/ug de toxina T-2 se obtie
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ne el mismo efecto (276).

La Tabla 8 presenta los géneros füngicos que se aislaron

de las distintas fuentes alimenticias.
Si bien no se realizó un estudio cuantitativo de la con­

taminación (por no ser objeto de este trabajo) se observa que

de sorgo y maIz se aislaron la mayofia de los hongos (35 Z y

29 Z respectivamente).

Por otra parte se constata la prevalencia de Benicillium

(41 Z de las cepas aisladas) siendo contaminante de todos los

tipos de alimentos analizados.

Entre los géneros más frecuentes siguen en orden de im­

portancia Fusarium con 26 Z y Aspergillus con 23 Z de las ce­

pas aisladas.

El resto de los hongos contaminantes pertenecieron a los

géneros: Curvularia, Alternaria, Bipolaris, Rhizopus, Geotri­

¿EEE y Cladosporium.

Comparandoestos resultados con los obtenidos por otros

investigadores en el paIs y en el extranjero se observa que:

Varsavskyy col. (301) reportaron los hongos aislados de ali-­

mentos balanceados para aves y materias primas (maiz, maní,

sorgo, lino, gluten, sangre desecada, harina de carne y pesca

do) en criaderos y molinos de la provincia de Entre Rios en —

tre 1975-1976, encontrando prevalencia de Aspergillus frente

a Penicillium. No se aislaron otros géneros füngicos dado que

se utilizó para el aislamiento un medio con alta concentración

osmótica que resulta selectivo para los géneros antes mencio­
nados.

Lurá en su tesis doctoral (302) estudió la contaminación



TABLA8:

Aislamientodehongosapartirdedistintosalimentos.

GENERO

FUENTE

ARROZ

SOJA

SORGO

PAPAS

PASTAS

PENTECA

QUESO

TOTAL

PENICILLIUM122

13

4

41

FUSARIUM

ll

26

ASPERGILLUS103

23

CURVULARIA°— ALJÉRNARIA-— BIPOLARIS RHIZOPUS GEOTRICHUM-— CLADOSPORIUM'’

TOTAL

297

35

100

102
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füngica en alimentos para aves que se comercializaban en San­

ta Fe entre 1979-1980. Analizó alimentos peleteados y sin pe­

letear, expeller y afrecho de distintos granos (maiz, sorgo,

avena, arroz, trigo, maní y girasol), observando que Asgergi­

¿lui se encontraba en un 49,5 Z, Penicillium en un 36 Z y EE­

sarium en un 4,4 Z de las muestras analizadas. El resto de

10s hongos contaminantes (10,1 Z) resultaron Alternaria, 232­

ma, Phyllosticta, Mucor y Rhizopus. El aislamiento se llevó a

cabo moliendo los alimentos, diluyendo y sembrando en extrac­

to de malta agarizado, con el agregado de cloranfenicol para
inhibir el desarrollo bacteriano.

Umanskyy Bracalenti llevaron a cabo un estudio realiza­

do entre 1981 y 1982 (303) en muestras de alimentos para cer­

dos, provenientes de criaderos del Sur de la provincia de San

ta Fe (maíz, trigo, sorgo y concentrado de expeller). La meto

dologia aplicada para el aislamiento de los hongos fue simi——

lar a la utilizada por Lurá (302), habiéndose empleado dife ­

rentes medios de cultivo. Observaron que Asgergillus y EÉEi­

cillium eran los hongos más frecuentemente encontrados, ha­

llándose en casi la totalidad de las muestras. Fusarium aparg
cIa con menor frecuencia. Los hongos contaminantes restantes

pertenecían a los géneros Scopulariopsis, Trichosporium, 93­

phalosporium y Absidia.

Comparandolos resultados anteriormente expuestos, obte­

nidos por otros investigadores en la zona cercana a Santa Fe,

con los presentados en el presente trabajo, se observa en és­

te que la contaminación con Fusarium fue más significativa en

centrándose AsEergillus en tercer orden de importancia.
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La mayor contaminación con Fusarium podria ser consecueg

cia de las condiciones climáticas y de las inundaciones sufri

das en 1a zona previas al muestreo. (El muestreo del presente

trabajo fue realizado entre l984-l986).

En cuanto a la contaminación füngica en papas Hassan

(304) en su tesis doctoral constató que Fusarium era contamis

nante en un 50 Z de 1a cosecha de papas francesas del año

1980. Los otros contaminantes en orden de importancia eran:

Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Mucor, Verticillium,

Gliocladium y Paecylomyges. No aisló Aspergillus en ninguna

de las muestras. Estos datos son concordantes con los presen­

tados en la Tabla 8­

En relación a productos lácteos, Carini (305) en un estu

dio de flora füngica en quesos italianos, observó en concor—­

dancia con este trabajo, prevalencia de Geotrichum y Penici ­

llium, encontrando además, Aspergillus, Oospora, Mucor, Cla —

dosporium y Fusarium.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se og

serva también contaminación con Cladosporium en quesos, que

por otra parte no fue aislado de ninguno de los otros alimen­
tos estudiados.

Cabe destacar finalmente la existencia de concordancia

en los 3 géneros predominantes encontrados, Penicillium, E3­

sarium y ¿spergillus entre este trabajo y la Revisión sobre

flora füngica y micotoxinas en alimentos en general realizado

por Zhen-Zhen en China en el período 1976-1986 (306).

La Tabla 9 presenta la toxicidad de los extractos füngi­

cos en relación a la fuente alimenticia de la cual los hongos



TABLA9:Toxicidaddelosextractos

füngicosenrelaciónalafuentealimenticia.

GHfiRO

FlJEN'TE

TRIGOARROZSOJA

SORG)PAPAS

PMHASPRNEEA

QUESO

HHAL

PENICILLIUM

10/122/23/31/1

9/13l/l

1/23/4

2/3

32/41

HBAKHM

5/70/21/1—

7/112/5

15/26

ASPBKHLLUS

7/100/30/11/1

2/6­

11/23

CÚHMURIA

1/2­

1/2

NJENVRIA

..-­

1/2

BIHXARIS

1/1­

l/l

RHIZOPUS

0/1s

0/2

GHHRIGRM

0/2

0/2

CLMXBHIHUM

0/1

0/1

T0'TAI;

22/302/74/5273

21/353/6

2/43/4

2/6

61/100

a bexpresaelnümerode

analizados.

cepastoxicogénicasconrespecto

alnúmerototal

deextractos
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fueron aislados.

Los estudios toxicológicos fueron realizados a partir de

extractos de hongos cultivados en medios definidos como "Eco­

lógicos". (Ver "Materiales y Métodos")

El solvente utilizado para 1a extracción de las toxinas

fue cloroformo, siendo el aconsejado para el estudio de capa­

cidad toxicogénica por Siriwardana (19), Scott (296), Braca-­

lenti (307) y Vesely (308) entre otros.

Por otra parte, los extractos evaporados fueron tratados

10 minutos a 80°C destruyéndose asi los metabolitos poco re-­

sistentes al calor.

Se observa qu el 61 Z de los hongos aislados manifestaron

toxicidad.

Penicillium presentó el mayor porcentaje de cepas toxico

génicas 78,04 (32 cepas respecto de un total de 41 cepas ais­

ladas).

Fusarium resultó toxicogénico en un 57,69 Z (15 cepas so
bre 26 aisladas).

Aspergillus demostró capacidad toxicogénica en un 47,82%

(11 cepas sobre 23 aisladas).

El número de cepas aisladas de Rhizopus, Geotrichum y

Cladosporium fue bajo, resultando éstos no toxicogénicos.

Tabbache en su tesis doctoral (300) encontró sobre 360

cepas aisladas de diversos alimentos franceses entre 1979-1980

que el 56,7 Z resultaron toxicogénicos utilizando comobioen­

sayo L. sativum.

Vesely (308) estudió 720 cepas aisladas de diversos ali­

mentos para humanos y animales y materias primas, en Checoslo
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vaquia, entre 1979 y 1982. Investigó la capacidad toxicogéni­

ca de las mismas en embrión de pollo y constató que el 67,5 Z

de las cepas eran toxicogénicas. El 43,9 Z producía micotoxi­

nas identificadas, el 23,6 Z producía metabolitos tóxicos no

identificados y el 32,5 Z eran no toxicogénicos.

Si se comparan los resultados obtenidos por Tabbache y

Vesely con los obtenidos en este trabajo, se constata que en

los 3 casos, más del 50 Z de cepas resultaron toxicogénicas y

que las diferencias no son significativas.

Las Tablas 10, 11 y 12 presentan las respuestas toxicolg

gicas de los extractos füngicos en relación a 1a fuente ali-­

menticia, diferenciando entre respuestas "Qébilmente tóxica",

"Tóxica" y "Muytóxica".

En la Figura 3 se pueden visualizar estos resultados en

porcentaje para los géneros Penicillium, Fusarium y Aspergi——

“i'
En la Tabla 10 se observa que el 8 Z de los hongos aisla

dos resultaron "Débilmente tóxicos". Penicillium en un 14,63%

(6 cepas sobre 41 aisladas), Fusarium en un 3,85 Z (1 cepa se

bre 26 aisladas), Aspergillus en un 4,35 Z (1 cepa sobre 23

aisladas).

En la Tabla 11 se constata que el 42 Z de los extractos

manifestaron respuesta "Tóxica". Penicillium en un 48,78 Z

(20 cepas sobre 41 aisladas), Fusarium en un 34,62 Z (9 cepas

sobre 26 aisladas) y Aspergillus en un 39,13 Z (9 sobre 23 cg

pas aisladas).

En la Tabla 12 se observa que el 11 Z de los extractos

resultaron "Muytóxicos". Penicillium en un 14,63 Z (6 cepas



TABLA10:Respuesta"Débilmentetóxica"delosdiferentesextractosfüngicosenrelacións

r

lafuentealimenticia.

FUENTE

GENERO

MAIZTRIGOARROZSOJASORGOPAPASPASTASWANTECAQUESOTOTAL

PENICILLIUM0/120/20/30/14/131/10/21/40/36/41 FUSARIUM0/70/20/1-1/110/5———1/26

F.

ASPERGILLUS0/10_0/30/l1/10/6—0/2—-1/23 CURVULARIA‘‘‘‘0/2 --°‘0/2 ALTERNARIA‘--0/10/1 —-—-0/2
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BIPOLARIS-—-—0/1 —-——0/l RHIZOPUS’--0/10/1-———0/2 GEOI'RICHUM---..-..——0/20/2 CLADOSPORIUM’'"-----0/l0/1 TOTAL0/290/70/51/45/351/60/41/40/68/100



TABLA11:Respuesta"Tóxica"delosdiferentesextractosfüngicosenrelaciónalafuente

alimenticia.

FUENTE

GENERO

MAIZTRIGOARROZSOJASORGOPAPASPASTASMANI‘ECAQUESOTOTAL

PENICILLIUM8/121/22/30/15/130/11/21/42/320/41 FUSARIUM2/70/2l/l —5/111/5-—-9/26 ASPERGILLUS5/100/31/10/12/6 _—1/2——9/23 CURVULARIA‘' ---1/2----1/2 ALTFLRNARIA---0/11/1---—1/2

109

BIPOLARIS-———1/1 ——-—l/l RHIZOPUS-—-0/10/1—--——0/2 GEOTRICHUM——---—-—0/20/2 CIADOSPORIUM*-------0/l0/l TOTAL15/291/74/50/416/351/62/41/42/642/100



TABLA12:Respuesta"Muytóxica"delosdiferentesextractosfüngicosenrelaciónala

fuentealimenticia.

.FUENTE

GENERO

MAIZTRIGOARROZSOJASORGOPAPASPASTASMANI‘ECAQUESOTOTAL

PENICIILIUM2/121/21/31/10/130/10/21/40/36/41 FUSARIUM3/70/20/1-l/ll1/5———5/26 ASPERGILLUS1/100/30/10/10/6-0/2-—1/23 CURVULARIA----0/2 -—-—0/2 ALTERNARIA-..-0/10/1 ..———0/2 BIPOLARIS_--—0/1 ———-0/1 RHIZOPUS---0/10/1——-—0/2 GEUI'RICHUM—-—-0/20/2 CLADOSPORIUM--————-—0/10/1 TOTAL6/291/70/51/41/351/60/21/40/611/100
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sobre 41 aisladas), Fusarium en un 19,23 Z (5 cepas sobre 26)

y Aspergillus en un 4,35 Z (sólo 1 cepa sobre 23 aisladas).

Finalmente es de destacar que Benigillígm presentó e1 ma

yor nümero de cepas productoras de micotoxinas siendo .ïgía—

¿LEE el que manifestó el porcentaje más alto de cepas "Muy to

kicogénicas".

La Tabla 13 presenta 1a respuesta de los bioensayos fren

te a los extractos toxicogénicos del género Penicillium.

Se observa que una gran variedad de especies resultaron

toxicogénicas:

P. citrinum (6 cepas), de maíz, soja, arroz y manteca;

P. cyclopium (6 cepas), de maíz, sorgo, papas, queso y mante­

ca; P. notatum (6 cepas), de maíz, arroz, trigo y queso;EL1¿:

riable (3 cepas) de sorgo; P. duclauxii (3 cepas) de maíz;

P. lividum (2 cepas) de pastas y arroz; P. steckii (1 cepa)

de sorgo; P. chrysogenum (l cepa) de trigo; P. rubrum (1 ce ­

pa) de manteca; P. funiculosum (1 cepa) de sorgo; P. oxalicum

(1 cepa) de maíz y P. implicatum (1 cepa) de sorgo.

La tabla muestra que se obtuvieron respuestas toxicológi

cas distintas entre las diferentes cepas de una mismaespecie

(aisladas ya sea de un mismoalimento o de alimentos distin­

tos).

La producción de metabolitos genotóxicos por parte de ce

pas de P. implicatum, P. citrinum, P. cyclopium, P. notatum,

P. variable, P. lividum y P. steckii, está en concordancia

con los datos presentados por Cole (20) y por Stark (299). La

acción genotóxica hallada en P. oxalicum, no ha sido descrip­

ta en la bibliografía consultada, si bien esta especie es re­



TABLA13:RespuestadelosEnsayosBiológicosfrentealosextractosdelascepastoxicogé

nicasdelgéneroPenicilliumalsladas.

ENSAYOSBIOLOGICOS

CELB.thuringiensisREC VEROElong.Inh.C/F.M.S/F.M.

ESPECIEFUENTE

L.sativumHEMOLISISE.POLLO

mm’wmsmsorgoDDDDNTDD OXALICIMmaízDDDTTMTDD MITATLMarrozDDTTMTMTND PUTA‘IIHmaízTDDMTNNTD CITRINUMmaízDNNNT' TTN CHRYSCEENLMtrigoD‘'NNNNNMTN mmmtrigoTDNNNNTD mmmtrigoTDDDNNND CYCIDPILMsorgoDDDDNNNN CITRINIMsojaNNNDMTMTMTN VARIABLEsorgoDDNNNNDD N:NoTóxicoD:DébilmenteTóxicoT:TóxicoMT:MuyTóxico(continúa)
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TABLA13

(Continuación)

ESPECIE

FUENTE

ENSAY0S

BIOL0GIC0S

L.sativmn

CEL. VERO

B.thuringiensis

REC

Elong.

Inh.

C/F.M.

S/F.M.

HEMOLISISE.POLLO

LRHHM

pastas

D

T

CITRINUM

arroz

SEXH

sorgo

LIVIDUM

sorgo

CKMWRM

papas

DfiïICNflM

sorgo

CHRDRM

arroz

CKMPHM

maíz

HEUMGI

maíz

HEMEGI

maíz

HEUWHI

maíz

D

(continúa)



TABLA13

(Continuación)

ESPECIE

FUENTE

ENSAY0S

BI0L0GIC0S

L.sat1vum

CEL. VERO

B.

thuringiensis

REC

Elong.

Inh.

C/F.M.

S/F.M.

HEMOLISIS

E.

POLLO

VARIABLE

sorgo

N

D

N

N

VARIABLE

sorgo

NOTATUM

maíz

NOTATUM

queso

CYCLOPIUM

queso

RUBRUM

manteca

CYCLOPIUM

manteca

CITRINUM

manteca

CYCLOPIUM

maíz

N*

:CITRINUM

maíz

*Acciónantibiótica.
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Penicillium duclauxii

Colonia de 10 días de desarrollo en medio Czapek agarizado.

Vista microscópica.

Detalle de un pincel biverticilado simétrico.
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Penicillium funiculosum

Colonia de 10 días de desarrollo en medio Czapek agarizado.

Vista microscópica.

Detalle de un pincel biverticilado simétrico.



118

conocida comocapaz de producir metabolitos tóxicos

P. funiculosum, es sólo descripto por Vesely (308) como

especie toxicogénica, no habiendo logrado identificar el meta

bolito responsable de la toxicidad.

Finalmente, P. duclauxii no es considerada especie toxi­

cogénica según la literatura consultada. En el presente traba

jo se observa que cepas de esta especie mostraron toxicidad

en 1a mayoría de los bioensayos y que la acción mutagénica ob

servada en el ensayo RECdesapareció cuando se trabajó con

fracción microsomal.

La Tabla 14 presenta 1a respuesta de los ensayos biológi

cos frente a los extractos de las cepas toxicogénicas del gé­

nero Fusarium.

A diferencia de lo observado con el género Penicillium

se aislaron sólo cepas toxicogénicas de 3 especies diferentes

(F. moniliforme, F. semitectum y F. solani).

Se observa al igual que en la tabla anterior, que las di

ferentes cepas de una misma especie (aisladas ya sea de un

alimento o distintos alimentos), manifestaron respuestas toxi
cológicas distintas.

F. moniliforme resultó el contaminante toxicogénico más

frecuente (11 cepas sobre 26 cepas de Fusarium estudiadas),

habiendo sido aislado de maíz, sorgo, papas y arroz.

F. semitectum resultó contaminante toxicogénico sólo en

sorgo (2 cepas sobre 26 cepas de Fusarium estudiadas), manio­

festando una toxicidad menor que F. moniliforme.

F. solani resultó contaminante toxicogénico en papas, ha



TABLA14:RespuestadelosEnsayosBiológicosfrentealosextractosdelascepastoxicogg

nicasdelgéneroFusarium.

I ENSAY0SBI0LOGIC0S lB.thuringiensis

L.sativumÍ‘ -n———-u

REC

VEROElong.Inh.C/F.M.S/F.M.

HEMOLISISE.POLLO

MNHHMREmaizNDMTTNNTD MJHLHÜHEsorgoTDNNNTTN MNHMMNEmaízDDDDMTMTDD MHHLHÜEEsorgoTDDDNNDD snanrnnsorgoDNNTN*NDN
,fi..__..

KNHJEÏMEmaízMTDDTTNDD MmmmmaízTNNNTNNN film“papasNNNNTTTN SHEHIRMsorgoDNDTN*NNN KNHHÜREsorgoTDDTMTMTTN N:NoTóxico.D:DébilmenteTóxico.T:Tóxico.MT:MuyTóxico.(Continúa)
*Acciónantibiótica.
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TABLA14

(Continuación)

o ESPECIE

FUENTE

p

ENSAY0S

;L.sativum

CEL. VERO

B.

thuringiensis

BI0L‘..9__9<_E9.0-5

REC

Elong.

Inh.

C/F.M.

S/F.M.

MNHJKRE

sorgo

D

D

MNHJKRE

sorgo

T

MNHDÑÑE

arroz

SIMM

papas

*Acciónantibiótica.

E.POLLO
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biendo demostrado a1 igual que F. moniliforme capacidad muta­

génica.

La Tabla 15 presenta la respuesta de los bioensayos freg

te a los extractos toxicogénicos del género Aspergillus.

Se observa que fueron aisladas cepas toxicogénicas de 7

especies diferentes (A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A.pa—

rasiticus, A. chevalieri, A. candidus y A. terreus). Sólo

A. chevalieri y A. candidus no fueron aislados de maíz.

Se constata a1 igual que en las Tablas 13 y 14 que las

diferentes cepas de una misma especie (aisladas ya sea de un

mismoalimento o alimentos diferentes) manifestaron respuestas

toxicológicas distintas.
A. flavus y A. parasiticus se comportan en forma distino

ta a las cepas controles. Es probable que estas cepas en las

condiciones estudiadas sean productoras a su vez de otros me­

tabolitos comoácido cyclopiazónico, paxilline, fumigaclavine,

ácido 3 nitropropiónico (20).

La producción de metabolitos mutagénicos por parte de ce

pas de A. fumigatus no ha sido descripta en 1a bibliografía

consultada si bien se sabe que es capaz de producir metaboli­

tos tóxicos no mutagénicos tales como: verruculógeno, glioto­

xin, tryptoquivalinas, TR-Z, hyalodendrin, fumigacin, fumiga­

lin y fumitremorginas (20).

La Tabla 16 muestra la respuesta de los ensayos biológi­

cos frente a los extractos de las cepas toxicogénicas restan­

tes (pertenecientes a los géneros Curvularia, Alternaria ngf

polaris).

Estas cepas que fueron aisladas únicamente de sorgo se



TABLA15:

Respuestadelosensayosbiológicosfrentealosextractosdelascepastoxicoge nicasdelgéneroAsgergillus

4

ESPECIE

FUENTE

ENSAY0S

BI0LOGIC0S

L.sativum

Ï lB.thuri

.ngiensis

REC

CEL.Í VERO

Elong.

Inh.

C/F.M.

S/F.M.

HNMMDB

sorgo

DT

D

N

N

HEMOLISIS

NHER

maíz

NAME

maíz

RMMSHHQB

maíz

WRBTHQB
CHEVALIERI

maíz soja

MT

HAWB

pastas

CANDIDUS

sorgo

“EEES

maíz

NRER HMMMDS

maIz maíz

N D

ND NN

¡

N:NoTóxico.

D

DébilmenteTóxico.

T

Tóxico.

MT

MuyTóxico.

E.POLLO
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TABLA16:Respuestadelosensayosbiológicosfrentealosextractosdelascepastoxicogé

nicasdelosgénerosCurvularia,AlternariayBipolaris.

ENSAYOSBIOLOGICOS

ESPECIEFUENTECEL_B.thuringiensieREC

-L.sat1wmVERO

HEMOLISISE .POLLO

Elong.Inh.C/F.M.S/F.M.

CURVULARIA
LUNATAsorgoDDDDNN

ALTERNARIA‘
TENUIS“1'50NDDTNN BIPOLARIS

Sp_sorgoTNDTN
N:NoTóxico.D:DébilmenteTóxico.T:Tóxico.MT:MuyTóxico.

[23
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caracterizaron por tener respuestas semejantes en los ensayos

para determinar capacidad genotóxica (elongación en B. flmrin­

giensis y ensayo REC) como así también en los estudios de he­
mólisis.

La Tabla 17 muestra las respuestas toxicológicas positi­

vas de los bioensayos frente a los extractos füngicos.

Se observa que el 48 Z de los extractos respondió inhi-—

biendo el crecimiento de B. thuringiensis, manifestando éste

un alto grado de sensibilidad hacia los metabolitos tóxicos

concordando con lo observado por Boutibonnes (225).

Las células VEROfueron inhibidas frente al 46 Z de los

extractos.

L. sativum y Hemólisis dieron respuesta positiva en el

42 Z de los extractos.

Se observó letalidad en E. pollo en el 39 Z de los casos.

La elongación de células de B. thuringiensis resulta ser

más sensible a los agentes genotóxicos que el ensayo REC(ya

sea con o sin activación metabólica). Se observa también que

la fracción microsomal, en general, desactiva los metabolitos

mutagénicos siendo menor la transformación de promutágenos en

mutágenos.

La Tabla 18 muestra el grado de coincidencia en las res­

puestas de los bioensayos frente a los extractos estudiados.

Se constata que sólo cepas de Penicillium y Fusarium res

pondieron a la totalidad de los bioensayos utilizados. Beni­

cillium en un 9 Z (4 cepas sobre 41 cepas del género), ¿gía­

Eígm en un ll Z (3 cepas sobre 26 cepas del género). Y que

del total de los extractos sólo el 7 Z respondió a todos los



TABLA17:

RespuestatoxicológicapositivadelosEnsayosBiológicosfrentealosextractos deloshongosaislados.

GENERO

ENSAY0S

BI0L0GIC0S

N°CEPAS AISLADASL

sativum

CEL.B.

thuringieneis

REC

VERO

Elong.

Inh.

C/F.M.S/F.M.

HEMOLISIS

E.

POLLO

PENICILLIUM

41

23

27

20

25

21

FUSARIUM

26

ASPERGILLUS

23

‘ALTERNARIA

CURVULARIA BIPOLARIS RHIZOPUS GEOTRICHUM CLADOSPORIUM Totales

100

42

46

41

48

42

39
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TABLA18:Gradodecoincidenciaenlasrespuestasdelosbioensayosfrentealosextractos

füngicosestudiados.

GENERO

N°CEPAS AISLADAS

RESP.POSITIVA A6ENSAYOS

RESP.POSITIVA A5ENSAYOS

RESP.POSITIVA A4ENSAYOS

RESP.POSITIVA A1,2y3mazos

RESPUESTAS

NEGATIVAS

PENICILLIUM

41

10

13

FUSARIUM

26

ASPERGILLUS

23

ALTERNARIA CURVULARIA

BIPOLARIS RHIZOPUS GEOTRICHUM CLADOSPORIUM Totales

100

24

39

126



l27

bioensayos.

Se observa que el 14 Z del total de los extractos respon

dió a 5 ensayos (Penicillium, Fusarium y Curvularia).

El 16 Z del total de los extractos respondió a 4 bioensg

yos (Penicillium, Fusarium, Aspergillus y Alternaria).

El 24 Z del total de los extractos respondieron sólo a

1, 2 6 3 bioensayos y el 39 Z no respondió a ninguno de ellos.

En la Figura A se visualizan las respuestas toxicológi­

cas de los géneros contaminantes más frecuentes (Penicillium,

Fusarium y Aspergillus) frente a los bioensayos.



Figura4'.

VERO

B.Í.I.

REC

CON/F

RECSIN/F

HEMOLISIS

E.POLLO

Wfll'l'llOlNBd WOIHVSÑJ SfTHI‘JHBcJSV

7/°
áá%á/ 'I-zï'

L.s.=Lepidiumsativum-B.t.Bacillusthuringiensis=E.Pollo:Embriondepollo ElNotoxico-fiDebílmentetoxico-fiToxico-EMuytomo
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III.2.ESTUDIOS ESTADISTICOS

Para la hipótesis que los 8 bioensayos responden de igual

forma:

12 R1H=——Z -3(N+1)
N(N+1)i=ln1

La distribución muestral de H es aproximadamente una ley

‘(2de / con k-l (7) grados de libertad

R1 = 14355,5 R5 = 7778

R2 = 17501 R6 = 8056,5

R3 = 15584,5 R7 = 13696

R4 = 15298 R8 = 15610,5

H= W - 3x 465=87,435874
464 x 465 x 58

Si los grados de libertad son 7
l

k2o 995 = 20’3’ tabulada

Luego se rechaza 1a hipótesis que los 8 bioensayos se

comportan de igual forma.

Para 1a hipótesis que 2 bioensayos responden de igual

forma, se calcularon los I t] y si éstos eran mayor de 1,96

se rechazó 1a hipótesis planteada.

Inhibición en células Vero versus Inhibición en Embrión

de pollo

t = 1,099. (Se comportan de igual forma)
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Elongación en B. thuringiensis versus Ensayo RECcon ac­

tivación metabólica

t = 4,96. (Se comportan de distinta forma)

Elongación en B. thuringiensis versus Ensayo RECsin ac­

tivación metabólica

t = 4,76. (Se comportan de distinta forma)

Hemólisis versus los otros Ensayos Biológicos realizados:

los resultados se observan en la Tabla

Hemólisis Versus Otros Ensayos Biológicos.

ENSAYO BIOLOGICO t COMPORTAMIENTO

L. sativum 0,54 Igual

REC Con F/M 4,55 Diferente

RECSin F/M 4,39 Diferente

E. P0110 -1,53 Igual

C. VERO 2,97 Diferente

B.thuringiensis (Elong) 1,49 Igual

B.thuringiensis (Inh.) 1,22 Igual

Conel propósito de disminuir en futuros trabajos el nü­

mero de bioensayos a realizar, se debe tener presente:

. Que los bioensayos con células VEROy Embrión de pollo se

comportan en forma semejante, siendo el ültimo de mayor cos
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to y complejidad y no es un ensayo rápido.

Que la elongación en B. thuringiensis y el ensayo RECponen

en evidencia lesiones genéticas distintas y que son de fun­

damental importancia los estudios de genotoxicidad por tra­

tarse de daños irreversibles.

Que 1a hemólisis se comporta como L. sativum, Embrión de pg

110 y B. Thuringiensis (tanto en 1a elongación como en la —

inhibición).

Que la elongación de B. thuringiensis se estudia en 1a zona

límite del ensayo de inhibición del bacilo desarrollado en

placa, es decir que no se puede llevar a cabo en forma inde

pendiente.



III.3.ANALISIS QUIMICOS DE MICOTOXINAS
EN IJCS EXÏFR!\CT()S FUDJGI(IOS

CORRESPONDIENTES A ESPECIES

RE(30N()CII)AS C0b40 T0)(IC()GEÏJI(3AS

Las Tablas 19, 20, 21 y 22 presentan los resultados obte

nidos en los análisis químicos por cromatografía en capa del­

gada en los extractos füngicos pertenecientes a especies rece
nocidas toxicogénicas.

Cabe acotar que se investigaron sólo algunas de las posi

bles micotoxinas asociadas a las especies en estudio, dada la

dificultad de disponer de standares o metodologías que resul­

taran confiables en la determinación de todas las micotoxinas

descriptas en la bibliografia.
En la Tabla 19 se observa que existe entre los Penici-——

lligm un predominio de cepas productoras de citrinina, la que

fue identificada en cepas de P. notatum, P. citrinum, P. im-—

plicatum y P. steckii. Se constata que ácido penicilico fue

detectado en extractos de P. chrysogenum, P. cyclopium y P.li­

Vidum.

Se identificaron manchascon características cromatogra­

ficas similares a ácido secalónico F. en P. oxalicum, rubratg

xina en P. rubrum y rugulosina en P. variable.

En la Tabla 39 se observa que F. moniliforme resultó pro

ductor de moniliformina o zearalenona o ambas al mismo tiempo

según la cepa. Se constata que F. semitectum produjo sólo DAS

de las micotoxinas analizadas y que en extractos de F. solani

se detectó únicamente toxina T-2.

En la Tabla 21 se presentan los resultados obtenidos con
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Micotoxinas detectadas en los extractos de las cepas

toxicogénicas de Penicillium aisladas.

ESPECIE MICOTOXINAS DETECTADAS MICOTOXINAS INVESTIGADAS(fuente)

P. OXALICUM Acidos Secalónicos1d ‘ ’ i F*
(maíz) Ac o Secalon co (20)

2 CEPAS
P. NOTATUM Citrinina Citrinina(296)(maíz)

P. NOTATUM Citrinina
(queso) Citrinina (296)

2 CEPAS
P. NOTATUM Citrinina Citrinina(296)(trigo)

P. NOTATUM Citr1n1na
(arroz) Citrinina (296)

P. CITRINUM. Citrinina
(3033) Citrinina (296)

2 CEPAS
P. CITRINUM Citrinina Citrinína

(296)(maíz)

2 CEPAS
P. CITRINUM Citrinina Citrinina(296)(arroz)

P. CITRINUM Citrinina
(manteca) Citrinina (296)

P. CHRYSOGENUM Acido Penicílico
(trigo) Acido Penicílico (296)

* Caracterizado por Rf y aparición de color luego de rociado
con distintos reactivos. Nose contó con standard de toxina pura.
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TABLA[9 (Continuación)

ESPECIE MICOTOXINAS DETECTADAS MICOTOXINAS INVESTIGADAS(fuente)

P. CYCLOPIUM Acido pen1c111co(sorgo)

P- CYCLOPIUM Acido Penicílico —(manteca) Acido Cyclopiazonico
(20)

P. CYCLOPIUM Acido Penicílico
(queso) Patulina

(296)
2 CEPAS

A 1d P i Ili
P. CYCLOPIUM c ° en c co Acido PenicIlico
(maíz) (296)

P. CYCLOPIUM Acido Penicilico
(papas)

P. IMPLICATUM Citrínina
(sorgo) Citrinina (296)

3 CEPAS * Rugulosina
P. VARIABLE Rugu1°sina (zo)(sorgo)

P° LIVIDUM Acido Penicílico A61d° Pen19111°°
(pastas) (296)

P' LIVIDUM Acido Penicílico Acido PenicIlico
(sorgO) (296)

P- STECKII Citrinina Citrinina
(sorgo) (296)
P. RUBRUM

Rubratoxina B* Rubratoxina
(manteca) (20)

* Caracterizado por Rf y aparición de color luego de rociado
con distintos reactivos. No se contó con standard de toxina pura.



135

TABLA20: Micotoxinas detectadas en los extractos de las cepas

toxicogénicas de Fusarium aisladas.

ESPECIE
MICOTOXINAS DETECTADAS MICOTOXINAS INVESTIGADAS(fuente)

F. MONILIFORME Moniliformina y
(maiz) Zearalenona

3 CEPAS
F. MONILIFORME Moniliformina DAS
(maiz)

F' MONILIFORME Zearalenona Toxina T-2(maiz)

4 CEPAS
Z 1F. MONILIFORME Moniliformina eara en°na

(sorgo)

É. MONILIFORME Moniliformina y Moniliformina(sorgo) Zearalenona
(297)

F. MONILIFORME Zearalenona(arroz)

DAS

Butenolida
Fusarenon-X

Neosolaniol
2 CEPAS DAS
F. SEMITECTUM N1V31en°1

(sorgo) Toxina T-2
Zearalenona

(297)

DAS

Toxina HT-Z
2 CEPAS Toxina T-2
F. SOLANI T Kina T_2(papas) o Neosolaniol

Zearalenona
(297)
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TABLA21: Micotoxinas detectadas en los extractos de las cepas

toxicogénicas de Asgergillus aisladas.

ESPECIE MICOTOXINAS DETECTADAS MICOTOXINAS INVESTIGADAS(fuente)

A. FLAVUS Aflatoxinas
(maíz) (Bl y BZ)

Aflatoxinas
A. FLAVUS Aflatoxinas (B B G G )

l 2 1 2
(pastas) (Bl y BZ) (296)

2 CEPAS

A. PARASITICUS (BAÏÉatÉXinaÉ )121y 2
A FUMIGATUS Verruculogeno' *
(sorgo) Fumitremorgina B Gliotoxin

Fumitremorginas

?¿aÏS?IGATUS Fumitremorgina B* (A y B)(20)

?' ÏIÏER N1gragilina*ma z Nigragilina

(20 )
A. NIGER *
(sorgo) Nigragilina

Gliotoxin
A. TERREUS Patulina
(maíz) Patulina Citrinina

(296)

Gliotoxin
A. CHEVALIERI Gliotoxin (296)(soja)

Citrinina
A. CANDIDUS Citrinina (296)(sorgo)

ü Caracterizado por Rf y aparición de color luego de rociado
con distintos reactivos. Nose contó con standard de toxina pura.
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extractos de Asgergillus, observándose la producción de afla­

toxinas por parte de A. flavus y A. parasiticus; patulina por

parte de A. terreus; citrinina por A. candidus y gliotoxin por
A. chevalieri.

Sé detectaron metabolitos con caracteristicas cromatogré

ficas semejantes a Fumitremorginas en extractos de A. fumiga­

EEE y nigragilina en A. niger. Lurá (309) constató que 1a

muerte en pollos ocasionada por alimentos contaminados artifi

cialmente con A. niger era debida a 1a producción de nigragi­
lina.

La Tabla 22 presenta las micotoxinas analizadas en E¿_lgf

nata, A. tenuis y Bipolaris sp. y los resultados obtenidos.

Se detectó un metabolito con caracteristicas cromatográficas

similares al decumbinen C. lunata y a1 alternariol en A. te­

La cepa de Bigolaris resultó productora de esterigmatoo—
cistina.
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TABLA22: Micotoxinas detectadas en los extractos de las cepas

toxicogénicas de Curvularia, Alternaria y Bipolaris.

ESPECIE MICOTOXINAS DETECTADAS MICOTOXINAS INVESTIGADAS(fuente)

CURVULARIA
DecumbinLUNATA Decumbin*

20(sorgo) ( )

Alternariol
ALTERNARIA Alternariol —

TENUIS A1ternar101* Monoetil éter
(sorgo) Altenuene

(20)

EBIPOLARISsp. Esterigmatocistina SterigmatOC1Stina
(296)(sorgo)

Caracterizado por Rf y aparición de color luego de rociado
con distintos reactivos. No se contó con standard de 1a mi
cotoxina pura.
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III.4.CARACTERIZACION CROMATOGRAFICA

DE MEÏFAB()LI'FOS TC)XI(IOS N0

I DEEJTI FI CAADC)S

La Tabla 23 presenta las caracteristicas cromatográficas

(Rf en 3 sistemas de solventes) de las fracciones tóxicas ob­

tenidas según el punto 11.10.

En P. funiculosum se estudiaron 2 de las 6 fracciones

del extracto. La primera (que incluye el punto de siembra)

por haber resultado toxicogénica en todos los bioensayos y la

tercera por ser hemolItica.

En P. duclauxii se estudió sólo 1a cuarta fracción por

haber sido la ünica tóxica.

En A. fumigatus y P. oxalicum se analizaron las fraccio­

nes segunda y tercera respectivamente. Estas resultaron ser

genotóxicas. Por estudios en cromatografía en capa delgada se

constató que la fracción mutagénica de A. fumigatus no conte­

nIa fumitremorgina B detectada en el extracto sin fraccionar.

De igual forma se verificó que la fracción mutagénica de

P. oxalicum no correspondía a ácido secálónico F detectado en

el extracto total.

Se puede constatar en todas las fracciones tóxicas estu­

diadas que no se observan en los cromatogramas manchas a la

luz visible ni a la luz ultravioleta y que sólo se aprecian

manchas luego de un rociado con SOAH2en etanol al 30 Z o con

p- anisaldehido (l manchapor fracción).

Se presentan fotografías de los cromatogramas en 3 siste

mas de solventes con las 5 fracciones tóxicas (2 de P. funi —

culosum, 1 de P. duclauxii, 1 de A. fumigatus y l de P. oxali­
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con SO H en etanol
4 2

luz ultravioleta de onda larga.

eum) revelados

Por una limitación de técnica

cian 4 de las S manchas observadas

a1 30 Z y observados a la

fotográfica sólo se apre——

a la luz ultravioleta.



TABLA23:CaracterísticascromatogrEficssdelosExtractosdeHongosnoreconocidostoxico

génicosyproductoresdemetabolitosmutagénicosnoidentificados.

HONGO

FRACCION

TOXICA

Rf

COLORCOLORDESPUESDELROCIADO

Sist.Solvente

Luz

Visible

LuzU.VioletaSO4H2/Etanol307..P.Anisaldehido***

O.L.0.C.VisibleL.UV/O.L.VisibleL.UV/O.L.

P.FUNICULC°"“

-CelesteAmarillo —GrisRosa

P.DUCLAUXII

Celeste—Celeste

A.FUMIGATUS

Amarillo—Rosa

P.OXALICUM

3**0,450,510,2—

---Gris—Amarillo

Sist.Solvente1: Sist.Solvente2: Sist.Solvente3:

*Fracciónsólo

Tolueno-AcetatodeEtilo— Cloroformo—Acetona(9:l) Benceno—Ac.Acético(7:3) HemolItica.

**Fracciónmutagénica.

***PreparadosegúnScott(296),descriptoenMaterialesyMétodos.

90ZAcidoFórmico(6z3:l)

[41
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12.54512395

T.SOLV.1SIST.SOLV.2SIST.SOLV.3

P.funiculosum

.

P*fl
v-‘Nmfim
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C O N C L U S I O N E S

El presente trabajo constituye una contribución a1 cono­

cimiento de la capacidad toxicogénica de los hongos que conta

minan alimentos para consuma humano y o animal, que se proce­

san en 1a zona de influencia de la ciudad de Santa Fe.

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

Penicillium, Fusarium y Aspergillus fueron los géneros más

frecuentemente aislados a partir de las fuentes alimenticias

estudiadas. Penicillium se aisló de todos los tipos de ali­
mentos analizados.

Curvularia, Alternaria, Bipolaris, Rhizopus, Geotrichum y

Cladosporium resultaron contaminantes poco frecuentes. La

mayoria de los hongos fueron aislados a partir de sorgo y

maiz.

El 61 Z de los hongos manifestó capacidad toxicogénica, no

existiendo diferencias significativas con lo observado por

Tabbache (300) y Vesely (308). El 11 Z de los hongos mani-­

festó respuesta "Muytóxica", el 42 Z "Tóxica", el 8 Z "Dé­

bilmente tóxica" y el 39 Z "No tóxica".

Las cepas de Penicillium fueron toxicogénicas en un 78,04 Z.

Con respuesta "Muytóxica" el 14,63 Z, "Tóxica" el 48,78%,

"Débilmente tóxica" el 14,63 Z y "No tóxica" el 21,96 Z.

Una gran variedad de especies de Penicillium manifestó capa

cidad toxicogénica: P. notatum, P. chrysogenum, P. cyclo-——

pium, P. citrinum, P. variable, P. rubrum, P. lividum,

P. steckii, P. implicatum, P. oxalicum, P. funiculosum y
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P. duclauxii.

Las cepas aisladas del género Penicillium reconocidas como

toxicogénicas, produjeron micotoxinas que se encuentran con

cierta frecuencia en los alimentos. Se detectó: citrinina

en extractos de P. notatum, P. citrinum, P. implicatum,

P. steckii y P. lividum y ácido penicilico en extractos de

P. chrysogenum y P. ciclopium.

Se detectaron ademásmetabolitos con características croma­

tográficas semejantes a ácido secalónico F en un extracto

de P. oxalicum, rubratoxina en un extracto de P. rubrum y

rugulosina en extractos de P. variable. Estas micotoxinas

son consideradas contaminantes poco frecuentes en alimentos.

Si bien P. oxalicum es reconocido como productor de metabo­

litos tóxicos, no existe en la bibliografía consultada da-—

tos sobre la producción de micotoxinas con propiedades muta

génicas. Sin embargo durante el "screening" realizado se de

tectó una cepa de esta especie con dichas propiedades. Se

logró identificar las caracteristicas cromatográficas (Rf

en 3 sistemas de solventes) de la fracción del extracto que

resultó genotóxica en los bioensayos.

Veselí (308) reporta cepas de P. funiculosum con capacidad

tochogénica, no identificando los metabolitos tóxicos pro—

ducidos. Coincidiendo con dicho autor, en el desarrollo del

presente trabajo, se detectó una cepa toxicogénica de esta

especie y se logró caracterizar cromatográficamente las

fracciones del extracto que resultaron con respuesta positi

va en los bioensayos.

Por otra parte, de igual forma se identificó la fracción té
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xica de una cepa de P. duclauxii, que mostró capacidad toxi

cogénica frente a la mayoria de los ensayos biológicos rea­

lizaios. Esta especie no es considerada comoproductora de

metabolitos tóxicos en la literatura consultada.

Las cepas de Fusarium resultaron toxicogénicas en un 57,5%.

Con respuesta "Muytóxica" el 19,23 Z, "Tóxica" el 34,62 Z,

"Débilmente tóxica" el 3,85 Z y "No tóxica" el 42,30 Z.

De las especies de Fusarium aisladas, resultaron toxicogéni

cas cepas de F. F. solani.moniliforme, semitectum y F.

Se detectó moniliformina y zearalenona en extractos de

F. moniliforme, diacetoxyscirpenol en extractos de F. semi­

tectum y toxina T-2 en extractos de F. solani, en concordan

cia con lo expuesto en la bibliografia (204).

Las cepas de Aspergillus resultaron toxicogénicas en un

47,19 Z. Con respuesta "Muy tóxica" el 4,35 Z, "Tóxica" el

39,13 Z, "Débilmente tóxica" el 4,35 Z y "No tóxica" el

52,81 Z.

Manifestaron toxicidad cepas de A. flavus, A. parasiticus,

A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. chevalieri y A. can­
didus.

Se detectó aflatoxinas en extractos de A. flavus y A. para­

siticus, citrinina en un extracto de A. candidus, patulina

en un extracto de A. terreus y gliotoxin en un extracto de

A. chevalieri.

Se detectaron ademásmetabolitos con características croma­

tográficas similares a fumitremorgina B en extractos de

A. fumigatus y nigragilina en extractos de A. niger. Estas
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micotoxinas son consideradas contaminantes poco frecuentes

en alimentos.

En este "screening" se constató que A. fumigatus, además de

los metabolitos tóxicos descriptos en 1a bibliografia (20),

es capaz de producir metabolitos mutagénicos. Se han detero

minadolas características cromatográficas de la fracción ­

genotóxica.

Del resto de los hongos aislados resultaron toxicogénicos

Curvularia lunata, Alternaria tenuis y Bipolaris sp.

Una cepa de C. lunata produjo un metabolito con propiedades

cromatográficas similares a1 decumbin y A. tenuis a1 alter­
nariol.

La cepa de Bipolaris sp. resultó productora de esterigmato­
cistina.

Estas micotoxinas son consideradas contaminantes poco fre——

cuentes.

Los hallazgos encontrados en relación a cepas de P. funicu­

P. duclauxii, P. oxalicum y A. fumigatus deberán ser

confirmados en pruebas con animales de experimentación a me

diano y largo plazo para conocer el real riesgo toxicológi­

co, tal como lo aconseja el Environmental Protection Agency.

Dada la importancia de conocer la potencialidad toxicogéni­

ca de la flora füngica que contamina nuestros alimentos y

teniendo en cuenta que sólo los ensayos biológicos pueden

poner en evidencia nuevas micotoxinas (219) y que ningún

bioensayo es capaz de detectar todos los metabolitos tóxi——
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cos y considerando ademáslos resultados estadísticos obte­

nidos y previamente discutidos en este trabajo, se sugiere:

Para ralizar estudios preliminares de capacidad toxicogéni­

ca de cepas füngicas, emplear el siguiente conjunto minimo

de bioensayos:

* Elongación en B. thuringiensis y ensayo REC

sin activación metabólica (por detectar am­

bos efectos genotóxicos).

* Inhibición en B. thuringiensis (por haber

sido el ensayo más sensible a los metaboli­

tos tóxicos).

* Citotoxicidad en células VERO(por tratarse

de un bioensayo con células de mamífero).

Estos bioensayos son rápidos, sencillos y de relativo bajo
costo.
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