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RESUMEN

Se determino en la ciudad de Santa Fe y su zona de
influencia,la capacidad toxicogénica, mediante la apli-
cacion de ensavos biologicos rapidos, a hongos
contaminantes de cereales y productos alimenticios
elaborados con ellos.

Los alimentos estudiados fireron: soja, maiz, trigo
vsus derivados; los géneros fiecuentes aislados fueron,
Aspergillus, Penicillium y Fusarium, identificandose
las especies de aquellos que resultaron toxicogénicos.

Las acciones citotéxicas detectadas mediante los
ensavos aplicados fueron: capacidad mutagénica,
hemdlisis de globulos rojos humanos v elongacion e
inhibicion de células de Bacillus thuringiensis.

INTRODUCCION

La calidad microbiolédgica de los alimentos se con-

.trola desde hace varios afios. Sin embargo. el estudio de
los hongos y de las sustancias toxicas (micotoxinas) que

ellos producen en los alimentos y sus ingredientes. ha
cobrado importancia recientemente.

En muchasregiones. el clima permite la produccion
agricola durante todo el afo. pero también hace propicio
eldesarrollo de mohos causantes de deterioro enuna gran
cantidad de alimentos (1) complicando gravemente en

‘los paises en desarrollo el problema del hambre.

En los ultimos afios se ha investigado los origenes.
lanaturaleza. 1a distribucion. los riesgos en salud publica

yanimal. asi como el modo de control de las micotoxinas

presentes en alimentos v piensos (7. 18).

SUMMARY

[Isolation,identification and determination of thetoxicogenic
capacity of fungi that contaminate cereals and alimentary

productsf

The toxigenic capacity applying fast biologic tests
to the fungi that pollutes cereals and food productswhich
are elaboratedin Santa Fe city andits environments, was
determined.

Sov, wheat, corn and its derivated were studied.
Aspergillus, Pencillium and Fusarium were the more
firequent genera. Species which demonstrated to be
toxigenic, were identified.

Citotoxic actions such as mutagenic capacity,
hemolvsis of human blood cells and elongation of the
Bacillus thuringiensis were detected.

Los primerosantecedente documentadosen nuestro
pais acerca de estos metabolitos fiingicos, se refieren a
un problema surgido en 1967, a raiz de la exportacion a
Inglaterra de mani contaminado, cargamento que fue
rechazado con la consiguiente pérdida econémica y el
descrédito ocasionados.

En los afios siguientes en Argentina se formaron .
varios grupos de investigacion para trabajar en distintos
aspectos relacionados con las micotoxinas, estudiandose
en nuestra ciudad, su presencia en diversos alimentos
desde 1972 (13,14). -

El objetivo de este trabajo fue determinar la identi-
dad v toxigenicidad de los hongos contaminantes aisla-
dos de cereales y productos alimenticios que se elaboran
con ellos. en Santa Fe y sus zonas de influencia.
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron muestras de maiz y derivados
(polenta),soya, trigo y derivados (fideos, pan y otras
masas ). El desarrollo de la micota fingica se obtuvo
incubando todas las muestras, durante 72 hrs., en cdmara
htimeda a 25 + 2°C (11,12). De las colonias obtenidas, se
seleccionaron aquellas que resultaron mas abundantes,
macroscopicamente diferentes y de mayor interés para
nuestro estudio(Aspergillus, Penicillium y Fusarium).
Se reaislaron en agar extracto de malta, incubandose a 25
+ 2°C durante 4-5 dias. Todas las cepas asi obtenidas se
conservaron a 4°C para su posterior identificacion y
preparacion de los respectivos extractos fingicos.

La identificacion de los géneros presentes, asi como
de las especies de los hongos toxicogénicos, se realizo
siguiendo la metodologia tradicional, mediante estudios
macro y microscopicos, segun las técnicas propuestas por
Barnett (2) (3). Booth (6), Piontelli &Toro (15), Pitt (16,
17), Raper & Fennell (19) y Raper &Thom (20).

La extraccion de los metabolitos producidos por los
hongos analizados se efectué con una solucidn de aceto-
na agua (80:20) (5).

La capacidad toxicogénica se determind mediante
el empleo de ensayos de citotoxicidad. tales como:

Ensayo Rec: permiti¢ determinar la actividad
antibidtica y/o mutagénica de los metabolitos produci-
dos. Para ello se trabajo en paralelo con dos cepas de
Bacillus subtilis: 1la H 17 reparasa positiva y laM 45 que

Tabla 1 - Distribucién de los hongos en los cereales y sus subproductos

es reparasa negativa (es decir, estd imposibilitada de
reparar su ADN) (4) (5).

Ensayo con Bacillusthuringiensis (B.T.): permiti}
determinar la actividad citotéxica mediante la elonga.
cién de los bacilos y/o la inhibicion de su desarrollo (4,
10,21).

Prueba de la hemdlisis de los globulos rojos
(G.R.): permiti¢ determinar la capacidad hemolitica d¢
los metabolitos fungicos sobre hematies hermanos (8,9)

Se consideraron toxicogénicos a aquellos hongos
que respondieron positivamente a por 1o menos unod
los ensayos biologicos aplicados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 267 hongos, cuyos géneros se detallan
en el grafico L.

Los géneros mas frecuentes fueron: Aspergillus
(60,30%). Penicillium (16,10%) y Fusarium (7,87%)
Esto coincide con lo reportado en otros estudios (11,12
13). ‘

En la Tabla 1 se aprecia la variacion de la micoli
fungica aislada de los cereales y sus subproductos estu:
diados.

Segun puede apreciarse en esta tabla, la mayo
cantidad de hongos aislados correspondié al maiz. L
soja presentd un menor grado de contaminacion |
diversidad de hongos. Esto podria deberse a alguns

Fuentes

Géneros Maiz y derivados Trigo y derivados Soja

N° % N° % N° % |
Aspergillus 115 599 42 61.8 4 57,1
Penicillium 34 177 9 13.2 0 00
Fusarium 19 9.9 0,0 2 28.6
Paecilomyces 0 0.0 11 16.2 0 0,0
Acremonium 7 3.7 0 0.0 0 0,0
Eurotium 7 3:7 2 2.9 0 0,0
Rhizopus 5 2.6 3 4.4 0 0,0
Trichoderma 1 0.5 0 0.0 1 14,3
Alternaria 1 0.5 1 1.5 0 0,0
Bipolaris 1 0.5 0 0.0 0 0,0
Nigrospora 1 0.5 0 0.0 0 0,0
Absidia 1 0.5 0 0,0 0 0,0
Total I 192 100.0 I 68 100,0 ! 7 100,0
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Grifico 1 - Cepas de Hongos Aisladas
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caracteristicas propias de la semilla que le confieren
cierta resistencia a la contaminacion, como por ejemplo.
bajo contenido de humedad en el momento de la cosecha
ydesarrollo las semillas con un tegumento bien adherido.
dentro de una vaina cerrada.

Otros autores (17), encontraron una microbiota
mucho menos variadaen el maiz que en el trigo, perocon
predominancia para ambos cereales de los géneros As-
pergillus y Penicillium.

En nuestro trabajo, Aspergillus fue el género mas
frecuentemente aislado en los tres tipos de alimentos,
representando en todos los casos mas de la mitad de lo
hongos recuperados. Segun puede observarse en el gra-
fico II. el 71.4% procedi6 del maiz y sus derivados.

Penicillium fue aislado a partir del maiz. trigoy sus
derivados (79.1%). no ocurriendo lo mismo con soja.
(Grafico II).
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Diferentes autores han reportado la presencia de
este género en muestras de maiz, fundamentalmente en
EE.UU., asi como en trigo, habiéndose encontrado inclu-
sive con mayor frecuencia que otras especies (Aspergi-
llus, Alternaria, Cladosporium y Fusarium) (17). En
nuestra zona, resultados similares fueron publicados
(12). .

Con respecto al género Fusarium, aislado sélo a
partir de la soja y del maiz y sus derivados (90.5%). debe
destacarse que fue el género mas frecuente en el maiz.
segun Pitt & Hocking. (17).

Se ha demostrado que estos hongos requieren para
su desarrollo, un rH minimo de 88-91%, un contenido de
humedad que oscile entre el 2,2-33%y q ue su tempera-
tura 6ptima de desarrollo oscila entre los 20-30°C (22). El
escaso nimero de Fusarium contaminantes probable-
mente se deba a que, en nuestra zona. estas condiciones

Grifico 2 - Distribucion de los géneros mas frecuentes en los distintos alimentos
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Grifico 3 - Distribucién de los hongos toxicogénicos en los cereales y sus subproductos
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no se cumplicron durante la cosecha de las muestras
estudiadas.

~_ Por su parte Paecilomyces solo se aislé del trigo v
sus derivados. siendo el segundo en orden de frecuencia.
Estonoescoincidenteconlo halladoen otrosestudios (1).
en los que Aspergillus. Penicillium y Cladosporium
fueron los géneros toxicogénicos mds frecuentemente
aislados a. partir del pan y productos de panaderia.

Con respecto a Trichoderma, sibien scaislaron dos
cepas. las mismas provenian de la soja y del maiz y sus
derivados. ,

El resto de los géneros presentaron baja frecuencia
de aislamiento v sélo desarrollaron a partir de alguno de
los alimentos estudiados.

En la Tabla 2 se observa. para cada género. la
proporcion de cepas que resultaron productoras de

metabolitos toxicos.

Tabla 2 Hongos productores de Metabolitos Toxicos

Ensayos
Géneros REC B.T. GR’
mutagenic+ [elongacion +| hemolisis +
Y% % %
Aspergillus 6.8 12 10.1
Penicillium 93 0.0 17.6
Fusarium . 0.0 +.8 143
Puaecilomyces 81.8 66.7 60.7
Eurotium 0.0 33.3 0.0
Rhizopus 12.5 0.0 0.0
Acremonium 0.0 0.0 33.3
Trichoderma 50.0 0.0 0.0
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Si se tienen en cuenta los tres géneros que se

recuperaron en mayor cantidad. se observa que Aspergi-
lius presentd menos cepas hemoliticas que Penicilliumy

Fusarium. lo que coincide con lo comunicado por
Gonzilez & Basilico (8. 9).

Con respecto al test de mutagenicidad. se reitera la
no respuesta al mismo de los metabolitos producidos por

Fusarium, lo que coincide con lo comunicado en otras

publicaciones anteriores (3).

s

Enrelaciona los hongos que produjeron elongacion

v/o inhibicién de Bacillus thuringiensis, los resultados

obtenidos corresponderian a posibles productores de

micotoxinas (aflatoxinas. ocratoxina, zearalenona y

patulina. conjuntamente con citrinina) para las que el

ensavo demostrd sensibilidad (21). 1
Considerando los géneros con menor frecuencia de
aislamiento (Gréafico 1). llama la atencidn el alto porcen-

taje de cepas de Paecilomyces con respuestas positivas |

a los tres ensayos aplicados. hecho que no se corrobora
para el resto de los hongos.

Teniendo en cuenta la escasa contaminacion halla-
da en los alimentos con Ewurotium, Acremonium y
Trichoderma. consideramos que los porcentajes de res-
puestas positivas para algunos de los ensayos. si bien son
elevados no son comparables.

De la observacién de la Tabla 3. surge que 4.
Slavus, aislado a partir de todos los tipos de alimentos

estudiados. fue la especie toxicogénica mas frecuente- |

mente detectada mediante los ensayos aplicados. habien-
do demostrado accidén mutagénica. hemolitica y
antibiotica. Esto coincide con lo informado en trabajos
anteriores (4. 8. 9).

A diferencia de lo reportado en otras oportunidades
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(4). A. terreus, recuperado a partir del maiz y trigo, asi
como de sus derivados. demostré poseer actividad
mutagénica.

Tabla 3 Especies que resultaron toxicogénicas

N° de Cepas con respuesta

Especies positiva

uno dos tres

Aspergillus flavus
A. terreus

A. candidus

A oryzae

A. ustus

A. niger
Penicillium funi-
culosum

P. variabile

P. expansum

P. viridicatum

P. notatum

P. corylophilum - 2 -
Fusarium spp.
Paecilomyces variotii
Eurotium chevalieri
Acremonium spp.
Trichoderma har-
Zianum
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Nota: Los términos ‘‘uno’’, “‘dos’’ v ‘‘tres’’ de la tabla se
refieren a la cantidad de ensayos positivos para cada cepa.

Tanto las tres cepas de A. candidus como la de A.
ustus, presentaron actividad mutagénica. habiendo sido
aisladas a partir del trigo y sus derivados. En cambio. las
dos cepas de A. oryzae recuperadas a partir del maiz y sus
derivados. s6lo presentaron actividad hemolitica.

Con respecto a A. niger, presente cn la soja. si bien
presentd actividad mutagénica y hemolitica. anterior-
mente habia demostrado accion citotdxica sobre B.
thuringiensis, cuando se lo aislaba del maiz (9).

En cuanto al género Penicillium, debe destacarse
que P. funiculosum, presente en ¢l maiz y sus derivados.
solo demostré actividad hemolitica. si bien en otra opor-
tunidad cepas aisladas de sorgo produjeron metabolitos
con actividad mutagénica (4).

También hemolizé los G.R. la cepa de P. variabile

aislada del mismo alimento.

P. notatum, aislado de trigo, demostro poseer capa-
cidad mutagénica, al igual que lo sucedido con las cepas
aisladas a partir del maiz (5). Con excepcion del P.
corylophilum, que present6 tanto actividad mutagénica
como antibiotica, el resto de los Penicillium, a igual que
P. notatum, también presentaron actividad mutagénica.
Todos fueron recuperados a partir del trigo y sus deriva-
dos.

Respecto a los Fusarium, presentes en la soja. en
estos estudios se manifiesta actividad hemolitica, peroen
trabajos anteriores, cuando se aislaron a partir de maiz,
este género demostrd actividad citotdxica sobre Bacillus
thuringiensis, hemolitica y mutagénica (4, 21).

Cuatro cepas de Paecilomyces variotii, aisladas a
partir del pan (derivado del trigo). fueron las unicas que
produjeron metabolitos con actividad toxicogénica para
los tres ensayos realizados.

Una cepa de Eurotium cheavalieri, aislada del
maiz. produjo la elongacion del Bacillus thringiensis.
Otras especies recuperadas a partir de estos alimentos
fueron Rhizopus oryzaey Trichoderma harzianum, que
respondieron positivamente al ensayo Rec. Para estos
ultimos debe destacarse que se reitera la falta de actividad
hemolitica ya demostrada (8. 9).

La tunica especie de Acremonium que presento
actividad hemolitica. fue aislada a partir del maiz v sus
derivados.

CONCLUSIONES

Resulta de interés la cantidad de hongos toxico-
génicos aislados a partir de las muestras de pan (derivado
del trigo). alimento de consumo masivo en nuestro
medio. por lo que se sugieren estudios mas exhaustivos al
respecto.

Los resultados obtenidos demuestran que los
metabolitos fungicos de algunos de los hongos aislados.
solo respondieron a uno de los ensayos bioldgicos aplica-
dos. Teniendo en cuenta esto. y el hecho de que este tipo
de ensayos permite detectar diferentes efectos toxicos. se
considera importante la aplicaciéon de una bateria de
pruebas para determinar con mayor precision la capacidad
toxicogénica de las especies aisladas.
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