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)- RESUMEN:

Las fumonisinas (FBs) son una familia de micotoxinas que contaminan al maiz y
derivados. Son producidas principalmente por Fusarium verticillioides y estan catalogadas
por la Agencia Internacional de Investigacibn en Cancer (IARC) como posibles
carcinégenos humanos en vista que estarian relacionadas con una alta incidencia del
cancer esofagico en ciertas regiones donde la dieta es a base de maiz. En este trabajo se
propuso utilizar el método ELISA competitivo, (rapido, sencillo) “Agra Quant Total
Fumonisin Test Kit (0.25-5.00 ppm)” provisto por Laboratorio Romer, como screening para
la deteccion de FBs totales en harina de maiz y comparar los resultados con un método
de referencia HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presion). Se adquirieron
aleatoriamente 30 muestras envasadas de harina de maiz y 30 sueltas en almacenes de
barrio y supermercados minoristas de la ciudad de Resistencia, entre febrero y julio del
afio 2014. Todas fueron procesadas por ELISA y se seleccionaron 3 grupos de 5, con
valores bajos, medios y altos respectivamente, las cuales fueron analizadas por HPLC en
la Universidad Nacional de Rio Cuarto, donde también se evaluaron los niveles de
contaminacion fangica: 1) -Recuento general de hongos en medio Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC). 2) - Recuento especifico de especies del género Fusarium
en medio pentaclorobenceno (PNCB). El 30% del total de muestras procesadas por
ELISA (60) mostraron contaminacion con FBs con niveles entre no detectados y 1,00
ppm, el 20% entre 1,00 y 2,00 ppm, 24% entre 2,00 y 3,00 ppmy 26% mayores a
3,00 ppm. El promedio de FBs en el total de muestras: 2,67 ppm = S (desviacién
estandar). De 30 muestras sueltas analizadas por ELISA: 33,3% mostraron niveles entre
no detectable y 1,00 ppm; 10% entre 1,00 y 2,00ppm , 23,3% entre 2,00 y 3,00 ppm y

33.3% superiores a 3.00 ppm. El promedio de FBs en las muestras sueltas: 2,94 ppm £ S.



De 30 muestras envasadas procesadas por ELISA: 26,6% presentaron niveles entre no
detectable y 1,00 ppm; 30 % entre 1,00y 2,00 ppm; 23,3% entre 2,00y 3,00 ppmy 20%
mayores a 3,00 ppm. El promedio de FBs en las muestras envasadas: 2,40 ppm. El
promedio de toxinas detectado por el método HPLC: FB1=5,32ppm, FB2= 1,41 ppm Yy
FB3= 0,45 ppm . El promedio de FBs totales fue de 7,36ppm. Los dos métodos
mostraron buena correlacion (R#¥0.82).Los perfiles de la microflora aislada incluy6:
Fusarium spp (100%), seguido de Aspergillus spp (87%); Penicillium spp (60%);
Alternaria spp (27%); (7%) Aspergillus spp y Mucor spp respectivamente. El promedio
de recuento de hongos totales: >3,46x10* UFC/gr y el promedio de recuento de Fusarium
spp fue: 1,0x10* UFC/gr. Las principales coocurrencias fueron: 40% Fusarium spp;
Aspergillus spp y Penicillium spp ( 9,01 ppm), 20% Fusarium spp; Aspergillus spp;
Alternaria spp (3,03 ppm). Conclusiones: - El 30% de las muestras se ajustaron a las
reglamentaciones vigentes en CE (Comunidad Europea) y el 40% cumplieron con las
establecidas en Brasil por ANVISA. La poblacion de Resistencia, Chaco estaria expuesta
a FBs a través del consumo de harina de maiz, lo cual indica la necesidad de una
adecuada vigilancia y monitoreo para la prevencion de la contaminacion fangica y con

fumonisinas. EI método ELISA puede ser utilizado como método de screening.



I)- INTRODUCCION:

Las micotoxinas son metabolitos flngicos secundarios, téxicos para humanos y animales,
producidos por hongos filamentosos. Si bien, no es muy conocida su funcion biologica, se
postula que conferirian ventajas selectivas, como por ejemplo aumentar la habilidad para
competir con otros microorganismos por el sustrato e incrementar la capacidad paréasita
para infectar al hospedador, siendo muy activas frente a plantas (fitotoxinas), animales
(micotoxinas) y microorganismos (antibidticos), inhibiendo su crecimiento e incluso
produciendo su muerte cuando compiten con éstos por los nutrientes y por el habitat. Por
lo tanto las micotoxinas son factores de riesgo para la salud humana y animal (1). Se
denominan “micotoxicosis” a las intoxicaciones producidas por micotoxinas en los
animales y en el hombre. Los géneros fungicos mas importantes productores de
micotoxinas son: Aspergillus, Fusarium, Penicillium (2).

Las especies de Fusarium pueden producir varias micotoxinas en maiz tales como:
deoxinivalenol (DON); 3-acetil deoxinivalenol (3-AcDON); 15-acetil deoxinivalenol (15-
AcDON); nivalenol (NIV); zearalenona ( ZEA); Toxina T-2 (T-2); fusarenona X ( Fus X) ;
diacetoxiscirpenol (DAS), moniliformina (MON); toxina HT-2 (HT-2); fumonisina B1 (FB1);
fumonisina B2 (FB2); fumonisina B3 (FB3) y beauvericina (BEA), fusaproliferina ( FUP)
Neosolaniol (NEO) (3) .

[I-1)-Fumonisinas

Las FBs fueron aisladas y caracterizadas a partir de un cultivo de F. moniliforme
(actualmente denominado F. verticillioides) por investigadores sudafricanos (4). Su

nombre proviene del origen fungico del compuesto: Fusarium moniliforme.



Estructura quimica

Quimicamente dichas toxinas son amino-polioles de cadena larga (20 carbonos)
esterificados en los carbonos 14 y 15 con grupos de &cidos tricarboxilicos. La FB1 es un
diéster del propano -1, 2,3-4cido tricarboxilico y un 2 -amino-12,16-dimetil 3, 5, 10, 14,15-
pentahidroxiicosano, donde ambos grupos hidroxilo (C-14 y C-15) estan esterificados con
el grupo carboxilo terminal de los &cidos (Fig.llI-1) . Tomando como base la estructura de
FB1(4), en la serie B, se incluyen fumonisinas B2, B3 (5) y B4,(5-6) donde en estos
compuestos homoélogos a FB1, su estructura tiene la pérdida de un grupo hidroxilo, FB2
en C-10, FB3 en C-5y FB4 sufre la pérdida de ambos hidroxilos. Se identifico FB6, que es

un isbmero posicional de FB1 (7).

(@) OH R R
FE; | H OH
o D OHD FB, -OH -H
Fig.ll- I: Estructura quimica de las fumonisinas FB1; FB2; FB3

La serie C fue aislada de maices contaminados naturalmente por Fusarium (8-
9). Desde el punto de vista estructural es similar a la serie B, sélo difiere en la

pérdida del grupo metilo en el C-1; FC1 se encontré en un 3% respecto a FB1



(8) .La FB hidrolizada (HFBs), no presenta los grupos acidos tricarboxilicos (TCA)
y la parcialmente hidrolizada (PHFBs) solo presenta un grupo TCA. Los métodos
utilizados en los procesos de fabricacion de productos derivados del maiz pueden
convertir fumonisinas intactas en hidrolizadas y parcialmente hidrolizadas. Estos
compuestos no son de ocurrencia natural y solo se los ha encontrado en alimentos
procesados, o estarian presentes en cantidades insignificantes en el maiz
contaminado naturalmente (10-11). La serie B ha sido la mas estudiada, siendo
FB1, FB2 y FB3 las mas frecuentes que se encuentran naturalmente en granos
contaminados con F. verticillioides, F. proliferatum y otras especies productoras de
fumonisinas. FB1 representa del 70 al 80% de FBs totales producidas, mientras
que FB2 por lo general constituye del 15 al 25% y FB3 alrededor del 3 al 8%
cuando se cultivan en el maiz o arroz o en un medio liquido (12) . La FB1 ha
sido designada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) perteneciente al grupo 2B como un posible carcinégeno para humanos
(13).

F. verticillioides y F. proliferatum son las especies generalmente aisladas de maiz, que
debido a su distribucién geografica ampliay a los niveles altos de produccién de FBs
se las asocia a micotoxicosis en animales y humanos. Otras especies de Fusarium,
también son productoras de fumonisinas, como por ejemplo: F. globosum, F. anthophilum,
F. kozum, F. nygamai entre otras. Recientemente se han descripto F. ramigenum y F.
oxysporum como productoras de FB1 y FB2 (14). Este ultimo también produce

fumonisinas de la serie C (9). Alternaria alternata f sp. lycopersici puede sintetizar FB1,

(15-16). FB6 (isémero de posicion de FB1), es producida por Aspergillus niger (17). Se



ha encontrado A. niger aislado de uvas, pasas y semillas de café productores de FB2 y

FB4 (18).

[I-I)-Ciclo de Fusarium en los cereales:

El ciclo infectivo de las especies de Fusarium en los cereales comienza a partir de un
indculo primario que se encuentra en los materiales vegetales infectados por el hongo.
Estos provienen de los residuos de cosechas, los cuales pueden encontrarse sobre o por
debajo del suelo. En estos residuos las especies de Fusarium pueden vivir en forma
saprdfita, o bien como peritecios, clamidoconidias, macroconidias y microconidias, segun
la especie (19). Las condiciones meteoroldgicas como las lluvias o los vientos e incluso
ciertos insectos favorecen la propagacion de las esporas, afectando las plantaciones. El
in6culo también puede encontrarse en las semillas infectadas.

Un aspecto que favorece la infeccion y la alta incidencia de F. verticillioides en el maiz es
la utilizaciébn de multiples rutas de entrada a la planta para colonizar distintos tejidos. Al
menos son tres rutas principales (20).

1) Infeccion sistémica de plantulas: Ocurre durante y desde la germinacion de la semilla,
el hongo sobrevive -en la semilla o en el suelo- desde donde tiene una posicion
estratégica para infectar la planta. 2) Infeccion de la mazorca por medio del estigma. Es la
via mas comun de infeccién de la mazorca (choclo). Ocurre cuando el indculo aéreo y las
conidias transportadas por el agua de lluvia, son depositadas en la “barba de choclo”
(estigmas del maiz), penetrando por el canal estilar, crecen a través del pericarpio.
Incluso las hifas se pueden encontrar en el embrion y el endospermo. Por tanto, el
pericarpio es un medio de defensa, por lo que su dafio puede conducir a la contaminacion

de los cereales. 3) Infeccidén del tallo y la mazorca por dafio mecanico. Producidos por



insectos “plagas del maiz” que al alimentarse, horadan las mazorcas y tallos permitiendo

la entrada de F. verticillioides.

[I-1ll)- Factores determinantes en la produccion de micotoxinas por especies del

género Fusarium

Entre los factores ambientales que favorecen la contaminacion fungica vy la biosintesis de
micotoxinas por el género Fusarium, tanto en campo como durante el almacenamiento de
productos alimentarios, se encuentran la actividad del agua ( aw), temperatura, pH,
composicion gaseosa de la atmésfera, niveles de Oz, CO, y N2 (21-22). Otros factores
son: composicion del sustrato, interaccion con otros microorganismos, presencia de

insectos, stress de la planta (22).

Actividad del agua (aw): Desde el punto de vista microbioldgico el término mas adecuado
para expresar el agua del sustrato es la actividad de agua (aw), término que contempla
Unicamente el agua libre en equilibrio con la humedad relativa ambiental. La aw da una
idea del “agua disponible” que los microorganismos pueden utilizar para su desarrollo. La
a w minima para el desarrollo de la mayoria de las especies fungicas que colonizan los
granos de cereales esta sobre 0,70, mientras que los valores Optimos de a w para la
produccion de toxinas por parte de Fusarium oscila entre 0,93 y 0,98, no detectandose
toxinas por debajo de un valor de 0,71. La produccion de fumonisinas aumenta con la ay,

siendo 6ptima a 0,97 (23).

Temperatura: La produccion de fumonisinas se ve favorecida en el intervalo de 15-30°C
Ademas, Los ciclos de temperatura favorecen la sintesis de micotoxinas, esto es, cuando

las temperaturas tienden a ser altas durante el dia y bajas por la noche (24).



pH: EIl pH no tiene una influencia marcada sobre el crecimiento de los hongos, dado que
estos organismos pueden tolerar amplios rangos de pH, asi por ejemplo, F. verticillioides
tolera valores desde 3 a 9,5; aunque el pH 6ptimo de casi todas las especies patdgenas
de vegetales es aproximadamente 5,6 (25). La capacidad de poder desarrollarse a pH
acidos evita la competencia con las bacterias. En cambio, la formacién de micotoxinas,
se ve favorecida por valores de PH que oscilen entre 3 ,4y 5,5 (22, 26). Se ha observado
una mayor produccion de fumonisinas a pH 4.5, en contraste con el pH alcalino, mayor a

8.

Niveles de oxigeno (O2) y diéxido de carbono (CO.): la mayoria de los hongos
toxigénicos que contaminan los granos son aerobios Yy se ven influenciados por las
condiciones de Oz, CO. y en menor grado nitrégeno (N2). La cantidad de oxigeno, ademas
del crecimiento influye en la produccion de micotoxinas. Si la atmdsfera se suplementa
con COg, se produce un descenso tanto en el crecimiento del hongo como en la sintesis de
micotoxina. De igual modo, el Nz inhibe el crecimiento de hongos, efecto que se consigue
cuando practicamente todo el O, del aire ha sido sustituido por N.. En general el
crecimiento flngico puede controlarse manteniendo niveles altos se CO. y baja
concentracion de O, (menor al 1%) Si a esto se le suma una baja en aw de los granos, se

logra un control mucho mas efectivo (22, 27).

Se usan atmosferas modificadas para el control de los insectos y hongos en los granos
almacenados, el inconveniente que observa es que los regimenes CO./O; Utiles para

controlar insectos son insuficientes para controlar hongos (28).

Composicion del sustrato: Medios ricos en hidratos de carbono y relativamente pobres

en proteinas y grasas son mas apropiados para la produccién de micotoxinas de



Fusarium spp. Es el caso de los granos de maiz, trigo, cebada, que tienen carbohidratos

proporcionados por el almidén y la celulosa (29).

La fuente de nitrégeno influye en la sintesis de las fumonisinas, el amonio por ejemplo
reprime la produccién de la toxina. La relacion C: N también afecta la sintesis. Cuando
ésta es baja ocurre la supresion. Cuando F.verticillioides crece en granos de maiz en
estadios tempranos de desarrollo, cuando la planta presenta inmadurez fisioldgica y
consecuentemente  bajo contenido de almidén, se da una pobre generacién de

fumonisina (30).

Interaccidn con otros microorganismos: La produccién de metabolitos secundarios se
ve afectada cuando otras especies comparten el mismo nicho ecoldgico .Por ejemplo, la
produccion de fumonisinas en presencia de A. flavus, A. niger, A. ochraceus y P.
implicatum, es inhibida, excepto a actividades de agua altas (0,98) donde se ve
estimulada. También se ha demostrado que la produccion de fumonisinas por F.
verticillioides y F. proliferatum disminuye en presencia de F.graminearum, excepto a 25°C
y entre 0,95-0,98 ay donde la produccion de fumonisinas aumenta porgue se estimula

F.verticillioides (22).

Insectos : Los insectos pueden potenciar el crecimiento fungico por los dafios mecanicos,
ademdas su actividad metabdlica y respiraciébn inducen a un aumento de la aw Yy
temperatura; por otra parte juegan un papel en la diseminacién de esporas. También
pueden inhibr el crecimiento fungico al alimentarse del propio hongo (28). Los insectos
lepidopteros, como el barrenador del tallo (Diatraea saccharalis), constituyen la principal
plaga de los cultivos de maiz en Argentina. Sus larvas se alimentan de los tallos, hojas y
granos, dejando galerias que dafian la planta, la quiebran, impiden el transporte de

nutrientes y son via de entrada para hongos.
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Factores de stress de la planta: sequia, pobre fertilizacion, competicién con la maleza,
etc, pueden debilitar las defensas naturales de las plantas y promover asi la infeccion vy

produccion de micotoxinas.
[I-1V)- Sintesis de fumonisinas

Los niveles de produccién de FB1son muy variables entre las cepas de F. verticillioides,
ya que algunas de ellas no la sintetizan, o lo hacen a niveles muy bajos; en cambio, otras
la generan a niveles impresionantes. La capacidad de sintetizar FBs depende de la
presencia de una serie de genes (31- 35) que se encuentran, agrupados en una region de
46 Kpb del cromosoma 1 de F. verticillioides y forman el locus FUM (31- 32). Estos genes
codifican las enzimas involucradas en la sintesis de FBs y proteinas relacionadas con la
secrecion y resistencia a las mismas. El gen FUM1 es esencial para la biosintesis y
cepas carentes del locus FUM no producen FBs (35).

[I-V)- Acciones para prevenir el riesgo de contaminacion con fumonisinas en los
alimentos

Se deben tomar medidas preventivas antes, durante y después de la cosecha.
Antes de la cosecha:

Las especies de hongos toxigénicos sobreviven en los residuos de cosecha, por lo cual
se debe evitar, o al menos disminuir, la cantidad de granos y restos de plantas que
queden en el campo posterior a la cosecha del maiz. Una rotacion adecuada de los
cultivos puede ser una forma eficaz de lograrlo. En vista que el trigo y el maiz son
especialmente sensibles a las especies de Fusarium, no deben rotarse entre ellos. Se
deberan utilizar otros cultivos para rotacion como la papa, otras hortalizas, la alfalfa, que
no son huéspedes de especies de Fusarium, Yy asi reducir el in6culo en el campo. Se

debe practicar un adecuado control de malezas. El cultivo de germoplasmas resistentes
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0 menos susceptibles, incluso germoplasmas modificados genéticamente (confieren
resistencia genética a especies del género Fusarium, particularmente F. verticillioides en
el maiz) (27), asi como semillas de buena calidad son importantes para prevenir la
contaminacion por fumonisinas. La siembra y cosecha tempranas en zonas templadas
puede disminuir los riesgos de infeccibn. También la disminucién de la densidad de
plantas, asi como el uso de fertilizacion adecuada juegan un papel importante. Como una
manera de controlar el dafio causado por los insectos, se han desarrollando los maices
llamados Bt, que contienen genes de la bacteria Bacillus thuringiensis, (genes que
codifican la proteina Cry 1Ab) cuyos productos resultan toxicos para la plaga e inocuos
para otros organismos. Se consiguen beneficios importantes por su uso, como el control
de plagas sin emplear insecticidas, favoreciendo directamente al medio ambiente. Al ser
controlada la plaga se permite un manejo mas flexible de las fechas de siembra y cosecha
gue deriva en un mayor rendimiento .Un efecto indirecto y deseable de la proteccion
contra estas plagas, es la asociacion de resistencia a insectos de los maices Bt con
niveles reducidos de fumonisinas y de Fusarium spp en los granos lo que constituye un
beneficio para la salud humana y animal (36-37). En Argentina se observé que los niveles
de fumonisinas son menores en los hibridos Bt que en los no Bt. Argentina cultiva maices
genéticamente modificados Bt desde 1998, y actualmente mas del 70% de los hibridos

gque se comercializan en el pais son Bt (37).

El control biolégico es una alternativa al uso de plaguicidas quimicos, para proteger el
maiz contra Fusarium verticillioides y consiguientemente reducir la produccién de
fumonisinas. Se ha propuesto el uso a nivel precosecha de Bacillus amylolicuefaciens o

Microbacterium oleovorans (38).
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Hay tres razones que contribuyen a la utilizacion del genero Bacillus como control
biolégico: 1-es un buen productor de antibidticos con actividad antifungica; 2-muestra
excelentes aptitudes y eficacia en la colonizacion y 3-tiene una extraordinaria capacidad
para esporular por lo que puede permanecer en estado de latencia por largos periodos
de tiempo ( meses o afos) resistiendo condiciones desfavorables como calor, radiacién

gamma y ultravioleta, &cidos (39).
Durante y después de la cosecha:

El tiempo apropiado de la cosecha es esencial para reducir el riesgo a contaminaciones.
En general, cosechas tempranas conducen a menores contaminaciones. Se debe
cosechar el grano cuando el nivel de humedad sea inferior al 16%. Si la humedad es
mayor al 16% y se almacenan desarrollan hongos. El retraso en la cosecha del cereal ya
infectado por especies de Fusarium puede causar un aumento significativo en el
contenido de micotoxinas en el cultivo y almacenamiento. Las cosechadoras deben estar

limpias, sin residuos de la cosecha anterior, para prevenir las contaminaciones cruzadas.

Los granos recolectados deben ser cuidadosamente inspeccionados a fin de eliminar los

gue estén rotos, encogidos Y las impurezas para reducir la tasa de infeccion.

Se deben secar los granos antes del almacenamiento. Los sitios de almacenamiento
(silos, graneros) deben cumplir ciertas condiciones, temperaturas entre 16-24 °C, deben
tener buena ventilacion. La higiene de las instalaciones de almacenamiento es importante
para evitar las contaminaciones por insectos. Los inhibidores de las especies fungicas
durante el almacenamiento, no pueden eliminar la toxina de los granos, pero pueden
inhibir el posterior desarrollo fungico. Se ha demostrado que los antioxidantes de grado
alimenticio propilparabeno (PP) y hidroxianisol butilado (BHA) pueden controlar el

crecimiento y la produccién de fumonisinas, por especies de Fusarium y Aspergillus en
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medios de cultivo y sobre sustratos naturales bajo diferentes condiciones de temperatura
y actividad de agua (aw) (40). Se observé una disminucion del 77% en los niveles de
toxina producida, con concentraciones de (BHA) de 1000 ug / g después de 28 dias de
incubacién de medios de cultivos. Probablemente, la reduccion de fumonisinas producidas
serian el resultado del efecto combinado de los antixoxidantes, y la micoflora que

compite, principalmente especies de Aspergillus y Penicillium (41).

[I-VI)- Incidencia natural de fumonisinas en maiz en Argentina

Un estudio que analiza los niveles de micotoxinas en maices de Argentina durante los
afios 1999 a 2010 en un total de 3246 muestras recién cosechadas y 1655 muestras de
maiz almacenado de diferentes regiones, muestra que entre el 90 y 100% de las muestras
estaban contaminadas con fumonisinas en todos los afos evaluados y los niveles
promedio variaron de 1773 a 9093 mg/kg para las muestras de maiz recién cosechado y
2525 a 11528 mg/kg para las muestras almacenadas. Por otro lado, la coocurrencia
aflatoxina-fumonisina fue las mas frecuente (8,4%), y luego zearalenona-fumonisina (2%)
(42). En el afio 1999, en la provincia de Entre Rios se investigd ocurrencia natural de
fumonisinas en maiz. Se encontr6 FB1 en el 58% de muestras, los niveles de FB1
fluctuaron entre 0,047 y 3,347 mg / kg, FB2 en 33%, con niveles de 0,023-0,537 mg/kgy
FB3 en 25 % niveles de: 0,024-0,287mg / kg (43). Por lo tanto, en Argentina, el maiz
puede estar contaminado con diferentes niveles de FBs dependiendo de la region

geografica de la cual se realice el muestreo.

[I-VIl)- Fumonisinas en los alimentos
Las FBs estan distribuidas ampliamente a nivel geografico y su incidencia natural ha sido

demostrada principalmente en maiz, granos enteros, triturados vy alimentos derivados,
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como ser: pan de maiz, palomitas de maiz, sémola de maiz copos de maiz, salvado,
harina de maiz, pasta de maiz, cereales de desayuno, maiz dulce, polenta, tortillas, palos
de harina de maiz, alimentos balanceados para el consumo animal. También se
presentan en otros alimentos- distintos del maiz y sus derivados- como cerveza, arroz,
sorgo, frijoles, soja, esparragos (44). En China, se detectaron niveles altos de FBs en
esparragos ,en rangos de 28 a 4204 pug /g (45). En Argentina se demuestra
contaminacion natural con FBs en granos de trigo duro (46). Existe evidencia
suficiente de su presencia en semillas de café, uvas, pasas, mosto (18), higos secos (47)
y en hojas de té negro y plantas medicinales como manzanilla, hojas de naranjo, flores y

hojas de tilo(48).

Estudios en animales refieren que no hay transferencia significativa de FBS o sus

metabolitos a productos animales como leche, carne y huevos (49).

Actualmente es de interés producir alimentos de calidad e inocuos por lo tanto es
necesario evaluar la contaminacion con hongos toxicogenicos y micotoxinas a fin de
determinar los riesgos para la salud humana y animal. Atencidén especial deberia darse
a la presencia de FBs en la dieta de poblaciones vulnerables, como los nifios, en vista que
los alimentos a base de cereales son una importante fuente de nutricién en su dieta. La
cantidad que consumen es proporcionalmente mayor, en comparacion a su peso corporal
gue los adultos y sumado a que su fisiologia es algo diferente a la del adulto, constituyen

una poblacion de riesgo (50).
[I-VIII)- Procesos de elaboracion del maiz

Composicion quimica del grano de maiz:
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El grano de maiz tradicional estd compuesto por un 70 -75 % de almidén; 8 a-10 % de
proteinas y 4-5% de aceites, contenidos en tres estructuras: el germen (embrion), el

endospermo y el pericarpio (51).

Germen: Contiene el 83% de los lipidos y el 26% de la proteina del grano. Endosperma:
Contiene 98% del almidén y 74% de proteinas del grano. Funciona como dador de
energia a la planta en su desarrollo. Pericarpio: Incluye todos los tejidos de la cobertura
exterior (100% de fibras vegetales) Es una cubierta protectora dura y fibrosa que encierra
al grano. En el cereal ya maduro, tiene la funcion de impedir el ingreso de hongos y

bacterias.

Molienda humeda y molienda seca:

[I-VIII-1)-Molienda humeda :Las etapas son: Seleccién de granos, maceracion, molienda

gruesa y molienda fina (51).

* Seleccion de granos: con la finalidad de evitar los granos rotos o partidos que pueden

tener mayores niveles de toxina.

* Maceracion: Se sumerge el maiz en agua con 0,1-0,2% de SO:, a temperatura 48-52°C
durante 30-50 hs. (solubiliza y desnaturaliza proteinas, detiene el crecimiento de
microorganismos de la putrefaccion, favoreciendo el desarrollo de bacterias lacticas
gracias al bajo Ph del agua y al contenido de azucar del cereal). Como resultado, el
almidén se libera con més facilidad de la matriz proteica. El liquido de macerado al final
de la etapa, (contiene la proteina disuelta) se “concentra” y se mezcla con la cascara

(salvado) y el germen agotado para destinarlo a la alimentacién animal (gluten feed).

*Molienda gruesa (degerminado): Rompe el grano y libera el germen que se destina a la

produccion de aceites.
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* Molienda fina: La cascara (salvado ) y trozos de endospermo se muelen nuevamente.

Se busca separar el almidén, proteinas y fibras. La fibra se separa por tamizado, mientras

gue el almidén es méas denso que la proteina (gluten) y se separa por centrifugacion.

El pienso de gluten (gluten feed ) con 23% de proteina , (alimentos para rumiantes). Es

una mezcla de: salvado+ gérmen agotado+ proteinas solubilizadas en la maceracion.

El gluten meal, con 40-60% de proteina, (alimentos para mascotas ).Es la fraccion

proteica que se separa de la lechada de almidén en la centrifugacion.

El almidén de maiz se expende como tal o se usa para obtener subproductos ( jarabe,

fructosa, glucosa ).

Miaceracidn
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llenda Fina

Cascara l Gluten Feed I-—

Lechada de
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1

T

l Glucosa I
—I Palto destrina |

::"“"“ " _l Fructoss |
Fig.ll ll: Molienda Hameda- Obtencién del almidén y subproductos
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[I-VIII-11)- Molienda seca:

Las etapas son: seleccion y limpieza del grano, humectacion, degerminacion y refinacion
(51).

*Seleccién y limpieza de los granos: Para evitar granos quebrados, granos de otros
cereales, hojas, piedras y particulas pulverulentas.

*Humectacion de granos: con agua, mediante rociadores. El maiz humectado se deja en
reposo durante algunos minutos en un silo.

*Degerminacion (molienda gruesa): Para separar el germen, que se usa en la fabricacién
de aceites. Los restos de endospermo y cascara resultantes, pasardn a la segunda

molienda ( refinacion).

*Refinacién: Permite una molienda mas fina y por distintos procesos (aspiracion-tamizaje)
se separan la cascara (salvado), que se destina a productos de panificacion y los
derivados del endospermo, que segun granulometria se clasifican en: a)-Trozos gruesos
(3500-5500micrones) para elaborar copos y cereales de desayuno. b)-Trozos medios
(2200 y 3300 micrones para alcoholes y bebidas alcohdlicas y/o sémolas y harinas
previa refinacién .c)-Trozos finos (1000 a 2200 micrones) para sémolas y harinas. Las
sémolas segun granulometria se clasifican en: a)-Sémola para cerveceria (350 y 1200
micrones), b)- Sémola para expandidos, (450 y 1200 micrones) usados en productos de
copetin como Chizitos c¢)- Sémola para polenta (350 y 1100 micrones). Las harinas se
destinan al consumo humano o animal. ( Fig. lI-1ll.)

Las harinas pueden ser:- 1 refinada- (blanca), que se obtiene por remocién del salvado y
el germen y se muele Unicamente el endospermo. (Fig.ll Ill) - es mas durable, pero no
conserva el valor nutritivo ni fibras, (es enriquecida con fibras y Vitamina A).-2- integral-

(amarilla) , que se obtiene por molienda del grano entero -al conservar el germen se

18



enrancia con facilidad y dura menos, pero mantiene el valor nutritivo. La harina integral es

fuente de hidratos de carbono, minerales (magnesio, fésforo, hierro, selenio y zinc)

vitamina B, Ey A

Al carecer de gluten es adecuada para enfermos celiacos, sin embargo no es

panificable.

Sémolas- Harinas

Grano de
maiz
1
Seleccion
Iim[iieza

Humedecimiento
Reposo
1

Degerminacion

(Molienda gruesa)

1
Refinacion
( Segunda Molienda
|

Tamizaje-

T Gérmen

aspiracion \

Salvado

Fig.ll lll: Molienda seca- Obtencion de la harina de maiz

En harina de maiz de Brasil se encontraron niveles de FB1 (0,5 a 7,2 mg/ kg, con una

media: 2,1 mg/ kg) y FB2 (0,1-1,8 mg /kg, con una media: 0,7 mg/ kg) (52). En Estados

Unidos, de 5- 20.5 mg/kg FB1 (53). En ltalia 42mg/Kg -376mg/kg FB1 y 8 mg/Kg a-

91mg/Kg FB2.(54) En Buenos Aires, en el periodo de octubrel996 a enero 1997, se

obtuvieron niveles desde no detectables al86mg/Kg FB1, y entre no detectable y
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76,8mg/Kg FB2(55). En enero de 1998, desde 7,5mg/Kg FB1 a 498,7 mg/kg y de no

detectable a 181,8mg/kg FB2(55).

[I-1X)- Contenido de fumonisinas en los procesos de elaboracion de la molienda

humeda y seca

Contenido de fumonisinas en el grano de maiz.

Se encuentran FBs en las distintas partes de la semilla de maiz. En el pericarpio: 49-
55%; “endospermo vitreo.” ( zona cortical del endospermo, limitante al pericarpio) : 7-17%;

endospermo harinoso (zona media del endospermo): 28 a 31% y germen: 4 a 6%; (56) .

Clasificacion y limpieza:
La clasificacion y limpieza, previos a molturacion en seco o en humedo, reducen los
niveles de fumonisinas por extraccién del material contaminado. Los granos rotos de maiz
contienen concentraciones casi 10 veces mayores de fumonisinas que los granos

intactos. (57).

En cargamentos a granel al fraccionar por tamizado los granos (tamiz de malla 3 mm), se
separaron dos fracciones, las =3 mm con ciertos niveles totales de fumonisinas y las
llamadas «multas» (<3 mm) con significativamente mas altas concentraciones de
fumonisinas totales. La eliminacion inicial de «multas», de los envios a granel de maiz,
previo a su procesamiento, es un procedimiento de descontaminacién preliminar de

fumonisinas (58).

Hoy se cuenta con una metodologia que permite el monitoreo de FBs en lotes de maiz
contaminados, (para seleccionar antes del procesamiento), basada en la obtencion de

muestras digitales de maiz generadas con el uso de diferentes luces LED. Se establece
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una correlacién entre la imagen digital y el nivel de FBs (FB1+FB2), resultando una
estimacion de la contaminacién por FBs en pocos minutos con un minimo de

equipamiento (59).

Molturacion en seco:

Durante este proceso no hay destruccion de FBs y aparecen en todas las fracciones,
(germen, salvado y harina) con concentraciones mas elevadas en el salvado y el germen
(60), mientras que el endospermo esti contaminado solo parcialmente (61).En el germen
y salvado se encontraron 13 veces mas altas que la harina de maiz y el triple que el maiz
entero (62). Ademas del contenido de FBs del grano entero, la contaminacion de los
productos alimentarios depende de si las fracciones se obtuvieron de maiz al que se ha
retirado el germen (niveles inferiores de FBS) o con su germen o parcialmente sin germen
(niveles superiores de FBs) (61). Las concentraciones de FBs que se encuentran en
granos y harinas -que se obtienen del endospermo- contienen los niveles mas bajos de
toxina y las concentraciones estan estrechamente relacionadas con el tamafo de
particula. Niveles mas bajos de Fusarium y FBs se encuentran en fracciones con mayor
tamafio de particulas, por ejemplo sémola en copos > harinas (60). Hay una relacion
inversa entre el tamafio de particula y la contaminacion por toxina.

La limpieza de los granos contaminados, previa a la molturacién en seco influye sobre la
distribucion de la toxina en las distintas fracciones. Se logra reducir niveles de FB1 de
11% a 34% vy la eliminacion posterior del salvado y del germen, reducen aun mas la
contaminacion en los productos destinados al consumo humano (63).

Los niveles de FBs en harina de maiz pueden ser muy variables, del 26% a 310% de las
cantidades presentes en el maiz en grano inicial, dependiendo de cada lote y tipo de

molturacion (57).
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Los niveles de contaminacion promedio se detectaron en muestras de maiz y diferentes
fracciones resultantes de molienda seca en un molino industrial de Argentina (64). -En
maiz entero: FB1 1540 ug/Kg, FB2 716 ug/Kg, FB3 152 ug/Kg - sémola: FB1 135 ug/Kg,
FB2 39 ug/Kg, FB3 10 ug/Kg -Harina grado C: FB1 358 ug/Kg, FB2 122 ug/Kg FB3 46
ug/Kg-Harina de maiz: FB1 148 ug/Kg , FB2 52 ug/Kg , FB3 28 ug/Kg-Germen+pericarpio:

FB1 4210 ug/Kg , FB2 2010 ug/Kg, FB3 447 ug/Kg (64).

Molturacién en himedo:

Se determiné el destino y distribucién de FBs en las distintas fracciones resultantes de la
molienda hiumeda (65). El maiz entero naturalmente contaminado contenia 13.9 ug/kg de
FB1. El almidon estaba libre de toxina detectable. Las otras fracciones: -Gluten: FB1
5,5ug/kg - Fibra: FB1 4,2 ug/ Kg y germen FB1: 2.02 ug/kg . El agua de remojo y de los

procesos contenia el 22% de FBs recuperables (65).

Si bien se detectan FBs en las aguas de remojo, durante la maceracion en agua con el
afiadido de SO, (HSOg3), se reducen los niveles en las distintas fracciones (66). Se
encontré en gluten >fibra >germen (57,65), pero no en almidén (65) ni en aceite (67).

Estos ultimos destinados al consumo humano.

El germen agotado+gluten+ fibra se destinan a alimentacién animal. (Fig.ll-Il) Como
resultando se concentra la toxina (67) y constituye una via importante de exposicion
animal. Se estima que alimentos destinados a alimentacion animal y el germen tienen un
contenido de FBs mas alto que el grano sin procesar, mientras que los derivados

destinados a consumo humano estdn menos contaminados (61).
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II-X)- Elaboracién de alimentos:

[I-X-1) Derivados de fumonisinas durante la elaboracion de alimentos:
Fumonisinas modificadas

Los métodos usados para el procesamiento del maiz en la elaboracion de alimentos
también influyen en la concentracion final de FBs. Hay pérdidas de la toxina, que incluyen
la transformacién a producos derivados y la unién a ciertas matrices de los productos
alimenticios, en forma conjugada “conjugated fumonisins”. Si se encuentran en forma
soluble, son llamadas fumonisinas enmascaradas “masked fumonisins” y si se
encuentran asociadas a macromoléculas a través de union covalente se llaman
fumonisinas ligadas “bound fumonisins”. Por otra parte, existen mecanismos de
atrapamiento fisico o complejacién, que difieren de la union covalente en que pueden
“esconder” alas fumonisinas. Este tipo de fumonisina derivada no unida covalentemente
a la matriz se suele llamar fumonisinas ocultas “hidden fumonisins”, o micotoxinas
modificadas (68-69).

Fumonisinas hidrolizadas :

Las fumonisinas pueden sufrir hidrélisis en presencia de acido HCI 6M o alcalis NaOH,
KOH y Ca (OH).. La nixtamalizacion  es un proceso necesario para la obtencion de la
masa de maiz (usado en la fabricacion de tortillas) y consiste en cocer los granos de
maiz en una solucion alcalina de Ca (OH),, a una temperatura cercana al punto de
ebullicion, provocando la pérdida de uno o ambos grupos TCA, dando como resultado los
productos hidrolizados y parcialmente hidrolizados (70). Tales compuestos se forman adn
a temperatura ambiente y las concentraciones de FB1 disminuyen al incrementarse la

concentracion de Ca(OH), (71).
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La nixtamalizacién reduce la concentracibn de FB1l en aproximadamente 90% vy la
cantidad restante permanece en su forma hidrolizada (HFB1). No obstante, cuando el
proceso es incompleto y no se elimina adecuadamente el pericarpio, el 31% de la FB1
permanece en forma original. HFBles menos potente in vitro que la FB1 (72), aunque
sigue teniendo efectos hepatotoxicos y nefrotéxicos (73). Hay quienes afirman que los
productos hidrolizados son menos téxicos que las fumonisinas del maiz no tratado (73).
Sin embago, otros sefialan que la toxicidad es igual o superior a la de las fumonisinas en
el maiz sin tratar (74-75).

Existe un procedimiento modificado de nixtamalizacion, que incorpora diversas
combinaciones de H,0O,, NaHCO3;, y Ca (OH)2, que logra reducirla FB1 en un 100 %,

y la toxicidad de la masa es del 60 % de la del maiz sin tratar (76).

Fumonisinas conjugadas :
En alimentos tratados térmicamente con alto contenido de azucares reductores, en
presencia de FB1 se han logrado identificar dos derivados: N-(carboximetil) fumonisinaB1

y N-(Deoxi-D-fructosa-1-il)-fumonisina B1 (77). (Fig.ll-1V)

N- (carboximetil) -fumonisina B1, surge de una reaccion de glicosilacion, entre el grupo
amino libre de FB1y el aldehido del azucar reductor con posterior oxidacién. (Reaccién
de Maillard). Por hidrélisis alcalina del N-(Deoxi-D fructosa-1-il) se obtiene una mezcla de

(HFB1) y N-(carboximetil) fumonisina B1 hidrolizadada (78).

El grupo amino primario de la molécula de FB1 es considerado esencial para ejercer su
actividad biologica (79). Por lo tanto, estos compuestos presentarian una menor
toxicidad al carecer de dicho grupo. La modificacion de FB: con glucosa, no provoca

hepatotoxicidad ni hepatocarcinogénesis en ratas. Se mantiene normal la relaciéon
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Fig.ll-IV: Derivados obtenidos por tratamiento térmico de fumonisina en presencia
de azlcares reductores

hepatica Sa (esfinganina) / So (esfingosina) (80). La toxicidad del N-carboximetil derivado
de FB1 es 100 veces menos eficaz que su anadlogo FB1 (81). Por lo tanto, los procesos
térmicos en presencia de azucares reductores reducen el contenido de fumonisinas,
resultando la formacion de productos menos téxicos.

Se describen otros compuestos, productos de la unidon de FBs a la matriz del alimento,
formando uniones covalentes con proteinas, polisacaridos (almidon) y acidos grasos.

La union de las fumonisinas a los polisacaridos y proteinas se produce a través de sus
cadenas laterales TCA. Los compuestos conjugados s6lo lo produce FB1 y no HFB1 (

por carecer de los grupos TCA) (82).

Las proteinas reaccionan con el TCA a través de sus aminoacidos, principalmente lisina
y cisteina, lo hacen por medio de los grupos amino o sulfhidrilo respectivamente,
formando, una amida o tioéster, esto es la proteina conjugada. Los grupos hidroxilos de
los hidratos de carbono (sacéridos, polisacaridos) reaccionan con el TCA, dando una
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union éster. Se han descripto derivados obtenidos por esterificacion de FB1 con &cidos
grasos palmitico, oleico y linoleico. Incluso, se encuentran en el maiz crudo esterificados

con acido oleico (EFB10OA) o &cido linoleico (EFB1LA) respectivamente (83).

“Hidden” fumonisina

Las “hidden fumonisins”, se han encontrado con frecuencia en los productos derivados de
maiz junto con las formas libres. Existiria una interaccion entre los componentes
macromoleculares de la matriz, tales como las proteinas y el almidén con la fumonisina, lo
gue explicaria la base del fenomeno de “ocultacion” (84).

Por hidrdlisis alcalina in vitro (simulando procesos digestivos) se demuestra que FB1
enlazada (“Bound” fumonisin”) covalentemente a aminoacidos o azUcares es bastante
estable, mientras que las formas ocultas (“Hidden fumonisins™), no lo son, dando como
productos de hidrdlisis los compuestos originales (85). Tal resultado seria suficiente para
avalar que la interaccion que ocurre entre los analitos y macromoléculas de la matriz es

de tipo “asociativa® en lugar de covalente en las “hidden fumonisins” (84).

Existiria una interaccion no covalente entre la fumonisina y a-zeina (proteina del

endospermo del maiz), probablemente a través de un mecanismo de inclusion (86).

[I-X-Il) Tratamientos térmicos:

El contenido de fumonisina es inversamente proporcional a las temperaturas de
procesamiento .Las temperaturas de ebullicion son ineficaces para producir una reduccién

significativa en los niveles de FBs (87).

Durante 60 minutos en medio acuoso a <125 ° C, las perdidas de FB1 son <27 %;
después de 60 minutos a 150 ° C, se pierde 18-90% (dependiendo del Ph) y después de

60 minutos a temperatura 2175 ° C la pérdida es> 90%( independiente del Ph) (88). Los
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niveles de FB1 pueden reducirse sustancialmente en alimentos que alcanzan 2150 ° C

durante el procesamiento (88).

La coccion de alimento a base de maiz (bollos contaminados con FB1) a 175y 200 ° C
durante 20 minutos resulta en 83,7% y 72,4 % de retencion de FB1 respectivamente. (A
ambas temperaturas, las pérdidas de FB1 son mayores en la superficie), mientras que la
fritura a 140 y 170°C durante 6 minutos no produce disminucion significativa de FB1. La
toxina comienza a degradarse a temperaturas de fritura 2180 ° C y tiempos =8 min. Por lo
tanto, las fumonisinas sobreviven bajo la mayoria de condiciones utilizadas durante la

coccion y la fritura (89).

La tecnologia de extrusion es muy usada en la industria productora de cereales para
desayuno y alimentos para animales. Durante el proceso, la harina de maiz se somete a
alta presion a temperaturas que varian entre los 100 y 200 °C y a una humedad entre 13y
30%, lo cual disminuye significativamente las FBs, en especial bajo condiciones de poca
humedad. A temperaturas superiores a 150 ° C, se logra una buena reduccion de
fumonisinas. Las mayores reducciones se producen a temperaturas de extrusion de 160 °
C o superior y en presencia de glucosa. La Extrusiébn de sémola de maiz contaminada
con fumonisinas con 10% de glucosa afadido, reduce en 75-85% los niveles de FBs (90).

En términos generales puede considerarse que a temperaturas de procesamiento de
125 ° C o inferiores, las pérdidas de fumonisina son bajas (25-30%), mientras que a
temperaturas de 175 ° C y superiores, las pérdidas son mayores (90% o mas).

Procesos tales como la coccion y enlatado, donde las temperaturas del producto rara vez
llegan a 175 ° C, dan como resultado poca o ninguna pérdida de fumonisinas. Procesos

como la fritura y la coccion por extrusion, donde las temperaturas pueden superar los 175
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° C, dan como resultados mayores pérdidas. La adicién de glucosa se traduce en grandes
disminuciones de FBs durante la coccidn y el procesamiento de extrusion.

El destino quimico de FBs en alimentos horneados, fritos y extruidos no se entiende bien
y no se sabe si las concentraciones reducidas resultan de la descomposicion térmica de
fumonisinas o de su unidn a proteinas, azlcares u otros compuestos en matrices
alimentarias. Estas posibilidades pueden o no ser beneficiosas dependiendo de la
biodisponibilidad y la toxicidad inherente de los productos de descomposicion o el grado
en el que las fumonisinas son liberados en el tracto gastrointestinal. Las consecuencias
toxicolégicas de los productos de reaccion conocidos y probables de fumonisinas se

discute aun (91).

[I-XI)- Mecanismo de accion:
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Fig.ll-V: Comparacion de la estructura quimica de la Fumonisina Bl y las bases
esfingoides esfinganina y esfingosina

Dada la marcada similitud estructural de las fumonisinas con la cadena larga de los
precursores de los esfingolipidos, (Fig.ll V) se considera que el metabolismo de éstos es

su blanco de accion téxica (92) .Especificamente actlan inhibiendo la ceramida sintasa.
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El metabolismo de los esfingolipidos consta de dos etapas, la primera de sintesis de
novo, a partir del complejo serina palmitoil-CoA y la segunda de recambio de
esfingolipidos que incluye la hidrélisis de esfingolipidos complejos. En ambas etapas
interviene la enzima ceramida sintetasa (es una N-acil transferasa, responsable de la
acilacion de esfinganina y esfingosina), la cual es bloqueada por la accion de fumonisina.
(La toxina compite con los sustratos por la enzima) Este bloqueo se traduce en inhibicion
de la sintesis de ceramida, incremento de la esfinganina y esfingosina, una mayor
degradacion de las bases esfingoides provenientes de la dieta y finalmente una reduccion
en la formacion de esfingomielina (93). La esfinganina y esfingosina se liberan de la célula
y debido a que aparecen en sangre Yy orina, se usan como marcadores de exposicion a

FBs en animales (94).

Los esfingolipidos forman parte de la membrana celular e intervienen en los procesos de
crecimiento, diferenciacion y muerte celular al mantener la estructura de la membrana, la
comunicacion intercelular, la interaccion entre las células y la matriz extracelular,
regulando los receptores del factor de crecimiento y actuando como segundos mensajeros

(93).

El agotamiento de esfingolipidos complejos, (ceramida, esfingomielina y glicofosfolipidos)
y la acumulacién de las bases esfingoides (esfinganina y esfingosina), alteran las
funciones celulares mencionadas antes y favorecen el estres oxidativo entre otros
efectos. A través de la activacion del factor de necrosis tumoral, la exposicion a FB1 altera
el balance de muerte celular y replicacion y de esta forma contribuiria a la

carcinogénesis (93).
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FB1 induce apoptosis in vivo (en células de higado y rifién de ratones) e in vitro (cultivo
en células humanas) (95). La interrupcion del metabolismo de los esfingolipidos conduce
a la produccion de dafio oxidativo, peroxidacion lipidica, dafio celular y apoptosis.

FB1, FB2, FB3, FB4 son inhibidores equipotentes de la enzima ceramida sintetasa, no
obstante las formas hidrolizadas FBH1,FBH2 yFBH3 ,son sélo el 30-40% tan potente

como las toxinas madres (96).

HFB1 y HFB2, no s6lo se comportan como inhibidores de la ceramida sintasa, sino
también son acilados por esta enzima, Los N-acil derivados resultantes tienen en
mamiferos una toxicidad mayor de 10 veces la toxicidad de FBL1 intacta (97-98). Optima
toxicidad in vitro en mamiferos, se alcanza con longitudes de cadena de &cidos grasos de
10 a 14 atomos de carbono (99). La contribucion de los metabolitos HFB1 y HFB2 N-

acilados a la toxicidad requiere in vivo una mayor investigacion.

Las fumonisinas reducen la absorcién de acido félico y la deficiencia resultante podria
explicar la asociacion entre la exposicion a fumonisinas con defectos del tubo neural
(DTN) .La incorporaciéon de folato a la célula depende de dos proteinas presentes en la
membrana que requieren de esfingomielina para su adecuado funcionamiento: el
transportador de folato reducido (hRFC1) y el receptor de folato (RF).En condiciones de
deficiencia de esfingomielina, por ejemplo por accién de fumonisinas (100), disminuye la
incorporacién de folato a la célula (101) y se produce un estado deficiente de folato. Por
otro lado, debido a que la deficiencia de acido félico causa defectos del tubo neural,
algunos defectos de nacimiento no explicados por otros factores de riesgo conocidos,

serian causados por la exposiciéon a FB1 (100,102-103).

Los efectos toxicos de la exposicion a FBs se incrementan en condiciones de deficiencia

de folato, especialmente deficiencia de 5-Metilentetrahidrofolato (104). HFB1 no causa
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DTN (en raton embarazada), ain a concentraciones muy altas, sin embargo FB1 si, (102).
Es una revelacién importante para productos nixtamalizados, por ejemplo el consumo de

tortillas que ha sido implicado como un factor de riesgo de DTN.

[I-X11)- Toxicocinética y metabolismo :

A causa de su hidrosolubilidad, la probabilidad de bioacumulacion de fumonisinas en
tejidos animales es menor que en el caso de los compuestos liposolubles. No se han
detectado residuos de fumonisinas, o se han detectado en niveles sumamente bajos, en
la leche, huevos y carne comestible (49). El higado y el rifidn son los 6rganos que
retienen la mayor parte de las fumonisinas absorbidas, aunque se encuentran en muy

bajas concentraciones.

En humanos no existen estudios acerca del metabolismo y cinética de FBs. En animales
de experimentacion la absorcion es baja. En todas las especies estudiadas normalmente
sélo llega a sangre el 5% de la dosis ingerida inicialmente. En cerdo 3.9 % (105). La
fraccion absorbida es rapidamente distribuida y eliminada. La eliminacién se produce a
través de la orina en un 3% y también por las heces, en un 80% (106); 76,5% (107) .Un
cierto porcentaje (1,4% de la dosis), entra en el ciclo de circulacién enterohepética,
haciendo que se retrase la eliminacion total del organismo. Se acumula en higado y rifion
principalmente (6rganos Diana) (108), aunque en bajas concentraciones y no existe
evidencia de transporte transplacentarios (93), lo que sugiere que la exposicion in Utero es

improbable.

La excrecién biliar es la ruta principal de eliminacién de FB1 o sus metabolitos: 80%,
(106,109). En heces, contenido intestinal y orina predominan FB1 y HFB1 (110). La

excrecion biliar de HFB1 y FB1 son semejantes, sin embargo la excrecion urinaria de
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HFB1 es mayor en comparacion con FB1 (108), evidencia que la absorcion de HFB1 es

mayor que la de FB1.

[I-XIIl)- Vias de transminion alimentaria:

Las FBs entran a la cadena alimentaria transmitiéndose al ser humano directamente a
través del consumo de cereales y productos derivados. En vista a que se eliminan en
forma rapida en animales por ser hidrosolubles, los residuos de FBs en los alimentos de
origen animal (leche, carne, huevos, etc.) son muy bajos y no contribuyen

significativamente a la exposicion humana a dichas micotoxinas (49).

[I-XIV)- Biomarcadores de exposicion:

En humanos hoy se implementa un método moderno muy sensible UPLC-MS/Ms, que
resulta adecuado para detectar y medir con precision la baja concentracion de
biomarcadores de forma natural en muestras de orina humana. Mide en forma simultanea:
DON, FB1, OTA, AFB1 y ZEA, son las principales micotoxinas presentes en los productos
agrarios. El hombre al consumir alimentos contaminados puede estar expuesto a varias
de ellas al mismo tiempo. El analisis de esta metodologia en ltalia, revelé que
absolutamente todas las muestras de orina analizadas contenian biomarcadores de dos o
mas micotoxinas. La concentracion media de (FB1): 0,55 ppm. Los biomarcadores se
detectaron en 100% (ZEA), 100% (OTA) 96%(DON), 56% (FBl)y 6% (AFB1) de las

muestras respectivamente (111).

En modelos animales, la relacion Sa/So alterada (>1) se observé en tejidos, suero, orina
y se considera un buen biomarcador (112). En humanos en cambio la deteccion de
variaciones en estos biomarcadores esfingoides es mas problemética y no se aceptan
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como biomarcadores (113). Existen dos razones fundamentales que lo avalan, por un
lado Say So se producen de forma natural en la sangre humana y en la orina, por lo que
sus niveles tienen rangos normales y pueden ser influenciados por otros factores de la
dieta distintos de la ingestion de fumonisina. Por otro lado, en comparacion, las dosis de
toxina recibidas por animales de experimentacion son mucho mayores que las del

humano (112).

[1-XV)- Efectos bioldgicos:

Los principales 6rganos blanco de las fumonisinas en los organismos son higado y rifion,
también afecta cerebro, pulmén y corazén. Su inmunotoxicidad predispone a
enfermedades infecciosas y podria alterar la “inmunovigilancia tumoral” de humanos y
animales, pero los mecanismos no han sido dilucidados todavia, y se propone como
posible mecanismo la induccion de estrés oxidativo (114). La exposicion de FB1 sobre el
estado oxidativo celular en células mononucleares del bazo en ratas, determina un
aumento total de ROS (especies reactivas de oxigeno) y la oxidacion de biomoléculas
.Los principales ROS implicados en la oxidacion de proteinas, lipidos y ADN son perdxido
de hidrogeno vy el radical hidroxilo. En consecuencia FB1 produce induccion del estrés
oxidativo, el cual contribuiria a la generacion de fuentes de oxigeno inmunotoxicas (114)
[I-XV-I) En equinos:

Leucoencefalomalacia equina (ELEM): Se logré reproducir experimentalmente la
enfermedad en equinos por administracion E.V de FB1 (115) vy por via oral (116). El
cuadro clinico se caracteriza por sintomatologia nerviosa trastornos en la locomocion,
andar sin rumbo fijo, en circulos, choque contra objetos, ceguera, coma profundo seguido

de muerte (117).
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Los hallazgos anatomopatoldgicos, muestran en cerebro areas multifocales amarillas de
reblandecimiento y licuefaccion, hemorragia Yy necrosis de la sustancia blanca de uno o
los dos hemisferios y bulbo raquideo, tambien lesiones a nivel hepético (115)

[I-XV-II) En ratas:

FB1 es hepatocarcinogénica, hepatotoxica (118) y nefrotoxica .El rifidn es mas
sensible que el hepatocito (requiere menores concentraciones para producir dafio) (119).
Induce al carcinoma hepatocelular y carcinoma colangiocelular (120). Predominan
distintios tipos de cancer segun sexo: tumores de los tubulos renales en ratas macho
(nefrocarcinogénica) y tumores hepaticos en ratones hembras (121). FB1 es inductor
de dafios oxidativos (stress oxidativo) en hepatocitos de rata, aumentando la
produccion de radicales libres, dafio celular y la muerte del hepatocito . Los efectos
citotoxicos generados como la peroxidacion de los lipidos de membranas y dafios al ADN
conducirian al desarrollo de hepatocarcinoma en ratas (122-123) Existe evidencia que
los dafios al ADN en los hepatocitos disminuyen notablemente por pretratamiento con

antioxidantes protectores , como Vitamina E (a-tocoferol), Selenio entre otros (124-125).

FB1 causa DTN vy defectos craneofaciales en cultivo de embriones de raton in
Gtero y la administracion de &cido félico o un complejo de esfingolipidos es preventiva
(103). Existe evidencia de un 79% de DTN en fetos expuestos , con la administracion

materna de FB1 durante la gestacion temprana (126).

[I-XV-IIl) En cerdos:

FB1 produce hidrotérax y edema pulmonar intersticial (EPI) (127), causado por
insuficiencia cardiaca aguda del lado izquierdo (128-129). Es inductor de anemia y
leucocitosis (130), fibrosis pulmonar irreversible (131) y hepatonecrosis (132). Es
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un Inmunosupresor que predispone a enfermedades infecciosas en vista que: 1)-
puede inhibir macréfagos intravasculares pulmonares afectando directamente la
eliminacion de particulas y bacterias de la circulacion, (clearence) (133). 2)- altera la
integridad del epitelio intestinal, por alteracion de la proliferacion y la funcién de barrera de
la células intestinales, facilitando la entrada de agentes patégenos en el cuerpo (134). -3):
disminuye la eficacia de la vacunacion, por disminucion significativa del titulo de

anticuerpos (135).

[I-XV-IV)- En Humanos:

Para la salud humana, las FBs representan una amenaza latente , porque pueden actuar
como un "asesino silencioso", ya que su consumo en dosis muy pequefias no induce
sintomas clinicos evidentes, pero con el tiempo puede traer graves consecuencias,

provocando intoxicicaciones cronicas.

Las intoxicaciones agudas no son frecuentes. Se presentan como “brotes” en
poblaciones expuestas, como lo sucedido en India en 1995, fueron 27 pueblos afectados.
Las personas intoxicadas habian consumido sorgo y maiz, que cosechados permane
cieron en los campos durante lluvias fuera de la estacion (136). Los sintomas de la
intoxicacion : dolores abdominales, borborigmos y diarreas transitorios, que
comenzaban entre media hora y una hora después de consumir pan azimo, preparado
con sorgo mohoso o maiz mohoso.La enfermedad era autolimitante. No hubieron
defunciones y los pacientes se recuperaron por completo al suprimir la exposicién a la
toxina.La concentracion de FB1 fue muy superior en el maiz y sorgo en los hogares

afectados (136).
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Las pautas que permiten sospechar la intoxicacion son: 1- No es transmisible-. 2)- El
tratamiento con drogas tiene poco 0 ningun efecto-.3)-En los brotes observados en el
campo, el problema es estacional debido a que las condiciones climéticas afectan al
desarrollo del hongo-4) -El brote est4 asociado comunmente a un alimento especifico-. 5)-

El examen del alimento sospechoso, revela signos de actividad fungica.

Numerosos estudios sefialan que, las FBs en el hombre estarian implicadas en: - Cancer
de esofago (137-138).- Defectos del Tubo neural en bebés (139). -Infeccién por HIV
(140). - Retraso en el crecimiento en nifios- (141).

Céancer de esoéfago:

Hay evidencia inadecuada en seres humanos acerca de la carcinogenicidad de las
fumonisinas, aunque existen pruebas suficientes en animales de laboratorio.

En ciertas poblaciones con incidencia anormalmente alta de cancer de eséfago -por
ejemplo regiones de Africa del Sur (137), China, ltalia, - se demostré una alta exposicion
a FBs y las condiciones ambientales favorables a la acumulacion de la toxina en el maiz (
alimento basico regional). Por tal motivo, fueron consideradas como “posibles
carcinogénicas” y se incluyeron en el grupo 2B (IARC, 1993)(13). Sin embargo, el cancer
de eséfago no se reprodujo en animales de experimentacion ni aun con el suministro de
fumonisina pura (138). Por lo tanto, se sospecha que la exposicion a FBs puede ser un
factor de riesgo para el cancer de esodfago (carcinoma de células escamosas,
comunmente asociado a consumo de tabaco y alcohol en varones).

Defectos del tubo neural (DTN)

Los DTN son defectos congénitos del cerebro, la columna vertebral y la médula espinal.

Se producen en el primer mes de embarazo, por fallas en el cierre del tubo neural in Gtero.

Los DTN méas comunes son la espina bifida y anencefalia en la cual, gran parte del
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cerebro no se desarrolla. EI consumo materno de folato, particularmente en el primer
trimestre, es fundamental para reducir el DTN en fetos. Debido a que las fumonisinas
alteran el metabolismo esfingolipido y el transporte de folato a través de las membranas
celulares (103), se demostré que actuan como inductoras de DTN en ratones (126). Un
estudio de DTN a lo largo de la frontera entre Mexico y Texas en mujeres mexicano
americanas confirma que el consumo materno de maiz contaminado con FB1 durante el
embarazo temprano (primer trimestre) se asocia a un mayor riesgo de DTN en
poblaciones humanas que dependen en gran medida del maiz como alimento basico de la
dieta ( tortillas) (139).
Promueve Infeccion por HIV
En Africa,en una zona de nivel socioecondmico bajo, un estudio relaciond directamente
un "Alto consumo de maiz" con la “mortalidad por VIH" y con la “mortalidad por cancer de
esodfago (140). Los autores sugirieron que debe haber sido la fumonisina en maiz (y no
Aflatoxina que se asocia a cancer hepatico), que influyé sobre la mortalidad por VIH.
Mencionaron dos posibles mecanismos mediante los cuales la exposicion a fumonisinas
podria contribuir a la infecciébn por VIH: 1) -el aumento de la permeabilidad de la
membrana, que podria promover la transmisién del VIH. 2) -La disrupcion de la
biosintesis de esfingolipidos, podria afectar la adhesion del VIH a las células humanas
(140).
Retraso del crecimiento infantil:

Las FBs se asociarian a retraso de crecimiento lineal ( disminucion de talla y peso) en
nifios en paises en desarrollo. Segun una investigacidon realizada en Tanzania, bebés

recién nacidos fueron alimentados a base de maiz. A los 12 meses de la exposicion, el

crecimiento lineal de los nifios fue en 1,3 cm mas corto y 328 g menos de peso, en los

37



niflos expuestos que superaron la ingesta diaria méaxima tolerable, con respecto a los
que no la superaron (141). La disminucion de crecimiento seria causada por el dafio
intestinal mediado por inhibicion de la ceramida sintasa (142). Especial atencion
requieren las coocurrencias AF, FUM y DON (sinergismo), también involucradas en

retraso de crecimiento en nifios (142).

En vista de la insuficiente evidencia acerca de la carcinogenicidad de FB1 en humanos,
existen muchos reportes que describen investigaciones para evaluar la toxicidad en
lineas celulares humanas, como por ejemplo células intestinales. hepatocitos, fibroblastos,
células de colon, células epiteliales de esofago, células de tdbulos proximales

,queratinocitos etc..

*Alteracion “inmunovigilancia tumoral” por disminucion de la expresion del
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) de Clase |, en células intestinales humanas,
in vitro (143). La via de presentacién del antigeno (HLA) de clase |, desempefia un papel
importante en la inmunosupresién. Al disminuir la expresion del Antigeno en la superficie
de las células, confiere ventaja de supervivencia a las células mutantes y podria conducir
a una transformacion maligna. Sin embargo, el papel en la carcinogénesis requiere mas

informacién (143).

*FB1 afecta el ciclo celular de las células normales del higado humano. Normalmente
la expresion de Ciclina E se asocia con progresion del ciclo celular y la expresion de P21
tiene accion antiproliferativa. FB1 actla disminuyendo los niveles de expresion de la
ciclina E y aumentando la expresion de P21 dando como resultado la detencion del ciclo

celular y la apoptosis (144).
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*FB1 Inhibe la expansion clonal de queratinocitos humanos y células epiteliales
esofagicas humanas, provocando dafios tipo apoptotico en ambos tipos celulares (145) y

en células derivadas de tubulos proximales humanos (146).

*FB1 induce estrés oxidativo en células intestinales humanas (147). FB1 y HFB1
inducen a apoptosis en células de colon humanas, mediada por la acumulacién de
esfinganina in vitro (148). Por lo tanto, es probable que FB1 y HFB1 sean toxicas para la
célula intestinal in vivo, lo cual explicaria los sintomas descriptos por el consumo de maiz

y sorgo mohoso con importantes niveles de FB1 en India (136).

La co-contaminacion de alimentos con AFB1 y FB1 es ampliamente conocida en muchas
partes del mundo (149-153) y ha sido implicada en el desarrollo de carcinomas

hepatocelulares en humanos y animales (154).

Se planted la hipotesis - en vista de la coocurrencia natural de AFB1, DON y FBs (las tres
asociadas al cultivo de maiz)- que las FBs, de probado efecto carcinogénico en higado
de ratas (118) junto al DON favorecerian el desarrollo de la lesién inicial de AFB1 en el
cancer de higado primario .Siendo ésta Ultima uno de los mas potentes carcinG6genos

hepéticos naturales conocidos (155).

[I-XVI)- Métodos analiticos:

Por todo lo expuesto, es de suma importancia la deteccion de FBs en alimentos, para lo
cual, se desarrollaron numerosas metodologias buscando sensibilidad, selectividad, y
rapidez. Para desarrollar los protocolos correspondientes, primero es de importancia tener
presente sus caracteristicas fisico-quimicas: las FBs, por su estructura quimica son
compuestos polares, por lo cual son solubles en solventes polares como el agua,

acetonitrilo- agua y metanol e insolubles en solventes no polares. Son muy estables en
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mezclas acetonitrilo-agua (1:1). FB1 y FB2 pueden mantenerse perfectamente por
espacio de 6 meses a 25 °C en esta solucion. En vista que no presentan ningun
cromoéforo ni grupos fluorescentes (no absorben UV ni visible ni fluorecen), la mayoria de
los métodos analiticos utilizan derivatizacibn para conseguir compuestos derivados
detectables en el UV o fluorescentes.

Entre los métodos de deteccion y cuantificacién de FBs se incluyen: HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién), GC-MS (Cromatografia de Gas Acoplada a Espectrometria
de Masas), TLC (Cromatografia Liquida en Capa Delgada), métodos inmunoquimicos,
CZE (Electroforesis Capilar en Zona).

Para extraer fumonisinas de la matriz del alimento como piensos o cereales, se usa la
metodologia de extraccion con solventes (metanol /agua 3:1, o acetonitrilo/agua); seguido
de limpieza (purificacibn) mediante columnas. Para tal fin se emplean columnas de
extraccion en fase solida (SPE). Estas estan rellenas con silicas modificadas. En sus
grupos silanoles, presentan sustituyentes capaces de interactuar con el analito por
intercambio anidnico, por ejemplo: (SAX). (contienen grupos de amina cuatenaria (+), que
se usan para la extraccion de acidos débiles con una 0 més cargas negativas, como es el
caso de las fumonisinas). Mas recientemente se ha optado por el empleo de columnas
de inmunoafinidad. En este caso se dispone de columnas empaquetadas con un relleno
en el que se inmoviliza un anticuerpo especifico frente al analito que se quiere
determinar. Al pasar la muestra por la columna, da lugar a la captura selectiva del analito
gracias a la especificidad del reconocimiento antigeno anticuerpo, mientras que otros
componentes de la muestra eluyen sin retenerse en la columna. Posteriormente pueden
eliminarse restos de extracto indeseables mediante un disolvente de lavado adecuado, y

por ultimo la etapa de elucion permitira obtener el analito aislado para su determinacion
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La Extraccion en Fase Solida (SPE) es la técnica mas usual en el tratamiento de
muestras antes de su analisis por HPLC, HPLC/MS, GC o GC-MS.

El derivatizante mas usado es el ortoftaldehido (OPA) (156). Este reactivo que no tiene
fluorescencia natural, la desarrolla al reaccionar con funciones aminas primarias. Como
alternativa, se han propuesto con éxito otros agentes derivatizantes como por ejemplo:
naftaleno 2-3 dicarboxaldehido (NDA) (157); fluorescamina (158-159); fluoresceina -

isocianato (160) entre otros.

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC): Es el procedimiento més utilizado para la
cuantificacién de fumonisinas en los alimentos destinados al consumo humano y animal.
La metodologia HPLC mas empleada es la descripta por Shephard et al. (1990), (156),
que se basa en extraer las toxina del alimento con metanol/agua (3:1) y luego purificarlas
en columnas SAX SPE, a continuacion se deben derivatizar con OPA 'y las fumonisinas
se separan mediante separacién isocratica en una columna en fase reversa C18, y son
cuantificadas mediante deteccion de fluorescencia. El limite de deteccion es 50 ng/g para
FB1y 100 ng/g para FB2 (156).

Métodos inmunoquimicos: La produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales
contra fumonisinas ha permitido el desarrollo de ensayos por inmunoadsorcién ligado a
enzimas, mas conocido como ELISA. Pueden ser competitivos directos e indirectos para
buscar la toxina en alimentos, tejidos animales y cultivos de hongos. Es un método
rapido, no requieren el uso de columnas de purificacién (como los métodos antes citados)
y los kits son portatiles y faciles de usar, sin embargo, el problema de esta metodologia es
que tienden a sobreestimar el contenido de fumonisinas, particularmente en las muestras
mas contaminadas comparado con HPLC o GC-MS. Esta sobreestimacién podria

deberse a reactividad cruzada de los anticuerpos con otros compuestos de estructura
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similar presente en los extractos no detectados por las otras metodologias o bien, a
diferencias en la preparacion previa de la muestra con respecto a los métodos citados.
Previo al ELISA, se extraen las toxinas con solventes y no se utilizan columnas de
purificacion SPE. Por tal motivo, se recomienda confirmar los resultados de ELISA por

HPLC.

Las etapas de un ensayo de ELISA directo competitivo se resimen en la Fig.N°ll-VI. 1)
Se mezclan una porcion del extracto de la muestra y una porcion de la fumonisina-
enzima (llamada conjugado o fumonisina marcada, generalmente la enzima es
peroxidasa). 2) Se afade la mezcla preparada antes a los pocillos recubiertos de
anticuerpos especificos antifumonisinas. 3) La fumonisina proveniente de la muestra
compite con la fumonisina conjugada por los sitios de unién de los anticuerpos especificos
(incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos) 4) Se lava (agua destilada) para
eliminar la fumonisina libre (no unida al anticuerpo), 5) Se afiade el sustrato de la enzima
y desarrolla un color azul (Se incuba 5 minutos a temperatura ambiente). La intensidad del
color es inversamente proporcional a la concentracion de fumonisina en la muestra o el
estandar. 6) Se afiade una solucién stop para detener la reaccion enzimatica. La
intensidad del color de la solucion en los pocillos de microtitulacion se mide épticamente

usando un lector de ELISA con un filtro de absorbancia de 450 nm.

Muchas veces se necesita contar con resultados en el momento, en areas remotas, los
kits para pruebas a campo son la solucién. Se usa la inmunocromatografia de flujo
lateral (LFD) para la deteccion de FB1, FB2 y FB3 (161). El tiempo de andlisis es de 3 a

5 minutos con un minimo de materiales necesarios.
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. Micotoxina-enzima-conjugado @ Micotoxina

Y Anticuerpo anti-micotoxina 5 Substrato

(4)

Fig.ll-VI: ELISA Competitivo directo, para deteccion y cuantificacion de fumonisinas

Inmunosensores: Permiten detectar y cuantificar micotoxinas en comidas, se espera que
se desarrollen en el futuro ya que tienen grandes ventajas respecto de los métodos
tradicionales: minimizan la preparacion de muestra, tienen respuesta rapida, y son
portables. Por ejemplo inmunosensores de fibra déptica en formato competitivo para
medicion de FB1l. Los anticuerpos monoclonales de fumonisina se acoplan
covalentemente a una fibra Optica. Se usa FB1* marcada con fluoresceina (162) o
isotiocianato de fluoresceina (163). Entonces FB1 y FB1* marcada compiten por unirse al
anticuerpo acoplado a la fibra. La sefial generada en el ensayo es inversamente
proporcional a FB1 .El sensor exhibe un intervalo de trabajo de 10-1000 ng de FB1 / mly
el limite de deteccion de 10 ng / ml. Estos valores se comparan favorablemente con los de
técnicas de ELISA. El sensor muestra reactividad cruzada con FB2, pero no reacciona
con FB1 hidrolizada, o TCA (163).

Ultimamente se han desarrollado inmunosensores electroquimicos (164), el limite de

deteccion es 5 pg/l, ofrecen menos costos de instrumentacion que el de fibra optica (164).
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[I-XVII)- Legislacion vigente:

La necesidad de establecer una legislacion para fijar limites en la concentracion de FBs
en alimentos para humanos y animales esti reconocida en varios paises del mundo.
Practicamente, todos los paises que tienen una economia de mercado bien desarrollada,
cuentan con reglamentaciones en lo que respecta a FBs. Sin embargo, muchos de los
paises que estan en vias de desarrollo y donde la agricultura tiene una gran importancia,

no tienen reglamentaciones para FBs, como por ejemplo la Argentina.

En Brasil, el LTM ( Limite tolerable maximo) para la presencia de fumonisinas FB1+FB2=
1,5 ppm Segun publicacion de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
(165).

En el otro extremo del mundo, los paises del viejo continente, integrantes de la
Comunidad Europea (CE), el LMT= 1,00ppm (FB1 +FB2) para harina de maiz de

consumo humano, segun Reglamento CE 2006-2007 (166,167).
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l1I- JUSTIFICACION:

En vista de los riesgos potenciales para la salud humana y animal relacionados a la
presencia de fumonisinas como contaminantes naturales del maiz y productos
manufacturados derivados, como es el caso de la harina de maiz, y considerando las
pérdidas econdmicas millonarias que azotan a la explotacion agricola-ganadera afio tras
afio a nivel mundial por esta causa. En base a los antecedentes y si se estima la
ausencia en la provincia del Chaco y regiones aledafias de laboratorios especializados en
micotoxicologia que cuenten con la infraestructura necesaria para llevar acabo
cuantificacion de fumonisinas por técnicas convencionales, como lo es la HPLC
(cromatografia liquida de alta presion),considerada como método de referencia que tiene
el inconveniente del elevado costo de la instrumentacidn y alta capacitacion del usuario.
En el presente trabajo se propone evaluar la contaminacion natural con fumonisinas en
harinas de maiz comercialziadas en Resistencia, Chaco utilizando un kit de ELISA
disponible en el comercio, método que ha sido validado por el fabricante y que esta
recomendado como método de screening a utilizar en laboratorios que sélo cuenten con

un lector de ELISA.
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IV-HIPOTESIS:

La harina de maiz comercializada en Resistencia, Provincia del Chaco, presenta
contaminacion con fumonisinas Yy la poblacion esta expuesta a dichas toxinas a través
del consumo en la dieta de dicha harina, dichas toxinas puede ser cuantificadas por un
método inmunoquimico (ELISA) mas accesible que el método utilizado como referencia

croamtografia liquida de alta resolucion.
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V- Obijetivos:

V-l Objetivo general -Determinar los niveles de fumonisinas en muestras de harina de
maiz envasadas y no envasadas (sueltas) que se encuentran a la venta para consumo
humano en supermercados y almacenes de barrio de la ciudad de Resistencia ,a fin de

determinar la incidencia natural de fumonisinas en harinas de maiz

V-1l Objetivos especificos
Determinar los niveles de fumonisinas utilizando un Kit comercial basado en el
método inmunoquimico ELISA como método de screening.
Comparar los datos obtenidos por ELISA de algunas muestras con datos obtenidos
por un método basado en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Determinar los niveles de contaminacion fungica y especialmente con especies de

Fusarium en algunas muestras seleccionadas

Comparar los niveles detectados en las harinas en estudio con los niveles

detectados en otras regiones del pais
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VI-MATERIALES Y METODOS:

VI-I)- Muestreo:

Se evaluaron 30 muestras de harina de maiz envasada y 30 expendidas a granel (sueltas)
en total 60, adquiridas en todos los casos en distintos comercios minoristas,
supermercados y almacenes de barrio de la ciudad de Resistencia. Las muestras se
adquirieron desde febrero, hasta julio de 2014 inclusive. Se consider6 cada una
constituida por un Kg. de harina de maiz envasada y suelta respectivamente (muestra
universal ) , de diferentes marcas, lotes, fechas de envasado y vencimiento .Sin embargo
ninguna de las muestras a granel, contaron con datos de marca y nimero de lote, sélo

fecha de envasado y vencimiento en 22 de las 30 kg analizados.

En vista que no todas las marcas envasadas vienen con presentaciones de 1 Kg, esto es
900; 800 ;700 y 500 g. En tales casos se adquirieron dos paquetes de las mismas
caracteristicas en el mismo comercio, (igual marca, nimero de lote, fecha de envasado y
vencimiento.) El contenido de ambos paquetes fue vaciado en un tambor metélico con
cierre hermético, donde se mezclaron con movimientos de agitacion y rotacién durante 5
minutos. Luego, se pesO exactamente 1Kg del producto mezclado. Los paquetes con
presentacion de 1 kg, se adquirieron so6lo una unidad por comercio Considerando la no
existencia de una gran disponibilidad de marcas del producto envasado, suficientes como
para contar con 30 distintas, en algunas muestras se repitieron las marcas, pero con
fecha de envasado, vencimiento y nimero de lote diferente. Las harinas expendidas

sueltas, se compraron a razén de un kg por comercio.

VI-II)- Métodos:
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Se usé el Kit comercial de ELISA competitivo directo “Agra Quant Total Fumonisin “
Assay, Romer Lab para la determinacion cuantitativa de fumonisinas totales
(FB1+FB2+FB3). El rango de cuantificacion del método es 250 a 5000 ppb (ng/g) . El

limite de deteccion es 200 ppb (ng/g), limite de cuantificacién 250 ppb (ng/g)

VI-ll-a) Preparacion de la Muestra / Extraccion: Se tomé una fraccion de ensayo de
cada muestra universal (1 kg), para lo cual, cada una se vacié en el tambor metalico con
cierre hermético y se procedié al mezclado como se indicO antes, para luego pesar

exactamente 20 gramos de cada muestra.

Los 20g de muestra se dispusieron dentro de un recipiente plastico. Se agregaron 100 mi
de la solucion de extraccion 70 /30 (V/V) de metanol en agua. Se tapo el recipiente y se
agitd manualmente en forma enérgica, luego se mezclé en una licuadora durante 3
minutos. Se filtr6 con papel de filtro Whatman #1. Se recolect6 el extracto filtrado cuyo
pH se debia mantener entre 6 y 8, para lo cual se us6 buffer fosfato a pH 7. Se diluy¢ el
filtrado con agua destilada en una relacion 1:20. (50 ul del extracto a 950 ul de agua

destilada). La muestra diluida asi obtenida, se uso6 para el test de ELISA.

VI-1l-b) Ensayo de ELISA:

Se midieron 2 ml de conjugado por tira que se dispusieron en un tubo cerrado. Del
conjugado se dispensaron 200 pl en cada pocillo de dilucion del kit. A continuacion, con
una micropipeta se agregaron 100 ul de cada patrén. (0,00; 0,25; 1,0; 2,5; y 5,0 ppm
espectivamente) y cada muestra dentro de los pocillos de dilucibn que contenia el
conjugado. Se transfirieron 100 ul del contenido de cada pocillo de dilucion a su
correspondiente pocillo recubierto con anticuerpos. Se incub6 a temperatura ambiente

durante 10 minutos. Luego, se efectu6 el lavado en forma automatizada con agua
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destilada 5 veces. Se eliminé todo resto de agua residual, golpeando ligeramente las tiras
de pocillos sobre papel de filtro. Se dispuso en un tubo con tapa, la cantidad necesaria de
sustrato (1 ml por tira). De éste se dispensaron 100 ul en cada pocillo recubierto. El color
cambié al azul y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se dispuso en un
tubo con tapa la solucion stop, a razén de 1 ml por tira. A continuacion se dispensaron
100 ul de dicha solucién a cada pocillo de la tira. El color cambio6 del azul al amarillo. Por

ualtimo, se leyeron las concentraciones usando el lector de ELISA.

Caracteristicas del método:

El rango de cuantificacion del método es 250 a 5000 ppb (ng/g) expresado en ppm
(mg/Kg) 0,25-5 ppm . Para cuantificar muestras con niveles mayores de 5000 ppb deben
diluirse los extractos, de manera que la medicibn se encuentre en el rango de

cuantificacion.

El limite de deteccion es 200 ppb (ng/g), limite de cuantificacion 250 ppb (ng/g). Descrito
como el punto correspondiente a la concentracion mas baja de la curva de calibracién del

ensayo donde puede detectarse y cauntificarse las fumonisinas.

VI-IIl) Materiales.

VI-lllI-1) Materiales provistos con el Kit:

96 pocillos recubiertos con anticuerpos (12 tiras de 8 pocillos) en una gradilla
96 pocillos de dilucién, no recubiertos (12 tiras de 8 pocillos) en una gradilla

5 viales de 1.5 ml de cada patron de fumonisinas ( 0.; 0.25; 1.0; 2.5y 5.0 ppm)
1 botella de 25 ml de conjugado de fumonisinas (Tapa verde)

1 botella de 15 ml de Solucién de Sustrato. (Tapa azul)
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1 botella 15 ml de solucién Stop. (Tapa roja)

VI-111-2) Materiales y reactivos necesarios no provistos por el Kit:

VI-11l-2-a) Procedimiento de Extraccion:

1) Licuadora

2) recipiente plastico con tapa ( 250 ml)

3) Balanza Ohaus- Model Scout ProSP401- Max 400g; d= 0,19

4) Probeta: 100 ml

5) Matraz :100 ml

6) Metanol p.a. (Biopack ) para preparar solucion al 70 % de metanol.
7) Agua destilada para preparar solucion al 70% de metanol.

8) Papel de filtro Whatman #1

9) Embudos.

10) Micropipeta de 50 pl

11) Cintas para medir pH

12) Solucion buffer fosfato pH 7 — (NaH2PO.- Na;HPO, ). Para ajustar el pH del extracto

antes del comienzo del ensayo.

VI-11l-2-b) Procedimiento del Ensayo:

1) Agra Quant Total Fumonisin Assay 0.25 - 5.0 ppm ( Reorder: COKAQ 3000

(96 well ). LOT 300207-1402. EXP.Date:7 feb 2015.

2)  Micropipetas de 100uly 200 pl.

3) Cronbmetro.

51



4)  Agua destilada para lavado de pocillos

5) Toallas absorbentes.

6) Lector de ELISA( filtros de 450nm y 630 nm). Mindray - Model MR 96A /

WH-35104468T.Con filtro de absorvancia de 450 nm y filtro de referencia de 630 nm.

7)  Lavador de microplacas: Mindray - Model MW-12A / WF-35102985

Una vez obtenidos los niveles de fumonisinas totales por ELISA como se indico, las
muestras fueron enviadas a la Universidad Nacional de Rio Cuarto Cérdoba, donde
fueron procesadas en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Laboratorio de

Micologia y Micotoxicologia.

A patrtir de un grafico de barras de los niveles de fumonisinas totales de las 60 muestras

obtenidas por el método de ELISA, se establecieron tres rangos de concentraciones:

Bajo: 0,20 -3 ppm; Medio: 3-6ppm y Alto: 6-9 ppm .

Se seleccionaron 5 muestras de cada rango para proseguir con los analisis. En cada una
se evalud recuento de hongos totales y por especies de Fusarium. Ademas se efectud
la cuantificacion de fumonisinas totales por HPLC, segun la técnica descripta por
Shephard et al, 1990 (156), modificada por Doko y col. 1995 (170).

1)- Analisis micoldgico:

1-a) Recuento general de hongos en el medio de cultivo Dichloran Rosa de Bengala

Cloranfenicol (DRBC) de acuerdo a Pitt and Hocking 2009 (168).
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1-b) Recuento de especies del género Fusarium en el medio de cultivo PCNB -
pentaclorobenceno ( Medio de cultivo Nash y Snyder) de acuerdo a Leslie and

Summerell, 2006 (169).

2)- Analisis del contenido de fumonisinas por cromatografia liquida de alta

presion (HPLC):

1. Extraccioén

Para determinar en un numero seleccionado de muestras los nivels de fumonisinas
utilizé el método de HPLC propuesto por Shephard y col., 1990 (156), modificado por
Doko y col., 1995 (170). Se pesaron 25 gr de muestra y se realizd la extraccion con 50
ml de metanol: agua (3:1), se agitd el extracto en shaker durante 30 min a 150 rpm, se
filtré la muestra a través de papel de filtro y se procedio a la limpieza y extraccién de las
toxinas empleando columnas SAX. Se realiz6 un primer acondicionamiento de la
columna con 5 ml de metanol y 5 ml de metanol: agua (3:1); luego se pasaron 10 ml del
sobrenadante de extraccion y finalmente se realizd una limpieza con 8 ml de metanol:
agua (3:1) y 3 ml de metanol. La elucién de las toxinas se realizé con 14 ml de metanol:
acido acético 0,5%. El extracto eluido fue recolectado y el solvente evaporado a
sequedad a T° max de 60°C. El extracto seco se resuspendié en 3 ml de metanol y se

procedi6 al analisis por HPLC.

2. Derivatizacion y analisis

Se derivatizaron 50 ul del extracto preparado anteriormente agitando enérgicamente con
200 ul de solucion derivatizante (40 mg O-ptaldialdehido + 1 ml metanol + 5 ml

tetraborato de sodio 0,1 M + 50 ul 2-mercaptoetanol). Se inyectaron 50 pl para su
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andlisis en el HPLC. La fase movil consistié de una mezcla de metanol: fosfato de sodio
0,1 M (75: 25) con el pH ajustado en 3,35 + 0,05, y la corrida a un flujo de 1,5 ml/min. La
deteccién de las toxinas se realizé empleando un detector de fluorescencia (excitacion:
330 nm; emisién: 440 nm). Limite de deteccion de fumonisinas B1 y B > y Bz 20 ng/g. La

recuperacion del método para las fumonisinas es de 84 %.

Analisis de Datos: Los datos fueron procesados mediante el sistema operativo Excell,
Se utilizaron graficos para presentar los resultados y mediante gréficos de dispersion se

compararon los niveles de fumonisinas obtenidos por los dos métodos de analisis.
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VIl) Resultados:

Los niveles de fumonisinas totales (FB1+FB2+FB3) obtenidos por ELISA para las 60
muestras evaluadas se describen en la Tabla VII-I EI ndmero de muestra indicado (N°)
corresponde al orden de procesado. Las muetras se analizaron por duplicado y los

resultados indicados resultaron del promedio de las dos medidas realizadas .

Tabla VIl -I: Niveles de fumonisinas totales promedio en harinas de maiz (ppm) obtenidos
por metodologia de enzima inmunoensayo (ELISA)

N° Muestra (ppm) N° Muestra ( ppm)
M1 Envasada 2,4844S M 31 Envasada 1,886+S
M2 Envasada 7,3494S M32 Envasada 0,400+S
M3 Envasada 0,7544+S M33 Envasada 0,859+S
M4 Envasada 1,9214S M34 Envasada 3,5234S
M5 Envasada 2,4714S M35 Suelta 0,380+S
M6 Envasada 2,4704S M36 Envasada 0,350+S
M7 Envasada 5,6884S M37 Envasada 0,561%S
M8 Envasada 1,1354S M38 Envasada 1,516%S
M9 Envasada 1,820+S M39 Suelta 7,109+S
M10 suelta 0,383+S M40 Suelta 0,2021S
M11 suelta 0,3224S M41 Suelta 2,4914S
M12 Suelta 0,3544+S M42 Suelta 9,2044+S
M13 Envasada 7,063S M43 Envasada 0,308%S
M14 Suelta 4,744+S M44 Envasada 0,200%S
M15 suelta 4,383+S M45 Suelta 2,118%S
M16 Envasada 2,1234S M46 Suelta 7,0011S
M17 Suelta 7,7601S Ma7 Suelta 0,2204S
M18 suelta 0,753%S M48 Suelta 5,435%S
M19 Envasada 1,5641S M49 Suelta 2,9151S
M20 Envasada 1,1131S M50 Suelta 1,150+S
M21 Envasada 8,249+S M51 Suelta 2,451S
M22 Envasada 3,0184S M52 Suelta 4,38+S
M23 Envasada 2,623%S M53 Suelta 6,250%S
M24 Envasada 2,3624S M54 Suelta 2,1161S
M25 Suelta. 1,4961S M55 Suelta 2,919+S
M26 Suelta. 2,4674S M56 Suelta 0,3231S
M27 Envasada 4,634+S M57 Suelta 0,7421S
M28 Envasada 1,2501S M58 Suelta 5,890%S
M29 Envasada 0,640+S M59 Suelta 0,848%S
M30 Envasada 1,520+S M60 Suelta 1,512+S
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Siendo S=2.40

De las 60 muestras solo en tres (M40; M44 y M47) se obtuvieron valores dentro del limite
de deteccién 0,20 ppm, mientras que en 11 de ellas los valores superaron las 5ppm ( M2;
M7; M13; M17; M21; M39; M42;M46; M48;M53 y M58 ). Estas ultimas se diluyeron de

manera que los niveles detectados se ubicaran en el rango de cuantificacion del método.

Se distribuyeron las muestras en 3 rangos de concentraciones de acuerdo a los

resultados
- Bajo: 0,20 - 3 ppm (M19, M41, M56, M57, M60)

- Medio: 3 — 6 ppm (M7, M22, M34, M52, M53)
- Alto: 6 — 9 ppm (M2, M21, M42, M46, M58)

Tabla VII-II: Recuento general de hongos y de especies de Fusarium. Géneros presentes y
niveles de fumonisinas por metodologia de cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Rto.
Rto. Gral. | Fusarium . FUM
Muestra (DRBC) (Nashy p(?eesneelzfess totales FB1 FB2 FBs
(UFC/gr) Snyder) (ppm)
(UFC/gr)

Fusarium spp

M2 9x 103 6 x 103 Aspergillus spp 14,7 11,03 2,43 1,26
Penicillium spp

M7 46x10° | 32x10¢ | fusarumspp 7.6 5,90 1,68 -

Aspergillus spp
Fusarium spp

M19 25x10% | 1,7x103 Aspergillus spp, 3,2 1,93 0,66 0,56
Alternaria spp
Fusarium spp

M21 3,7x10* | 2,6 x103 Penicillium spp 16,5 11,47 2,82 2,22
Fusarium spp

M22 >1 x 10° 3,5x108 Aspergillus spp 2 2,02 - -

Alternaria spp
Fusarium spp

M34 2,8x10* | 2,4x103 Aspergillus spp 3,9 2,75 0,56 0,57
Alternaria spp
Fusarium spp

M41 7 x 103 6,5 x 103 Aspergillus spp 3,8 2,90 0,66 0,20
Penicillium spp
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M42

3,56x104

1,4 x 104

Fususarium spp
Aspergillus
seccion Flavi
Aspergillus
seccion Nigri
Penicillium spp

25,2

16,49

6,77

1,92

M46

>1 x 10°

4,8 x 104

Fusarium spp
Aspergillus spp

8,9

7,32

1,57

M52

>1 x 10°

2,5x 104

Fusarium spp
Aspergillus spp

6,5

4,60

1,93

M53

3 x 104

9,5x 103

Fusarium spp
Aspergillus spp
Penicillium spp-

Alternaria spp

7,1

511

2,02

M56

6 x 102

3,4 x 102

Fusarium spp
Aspergillus spp
Penicillium spp

0,2

0,16

M57

3,7 x10?

6,5 x 101!

Fusarium spp
Aspergillus spp
Penicillium spp

Mucor spp

0,6

0,56

M58

1,8 x 104

2 x 103

Fusarium spp
Aspergillus spp
Penicillium spp

6,25

2,28

0,46

M60

5,5 x 10°

3,7 x 102

Fusarium spp
Aspergillus spp
Penicillium spp

1,2

1,35

0,35

0,16

Limite de deteccion 20 ng/g. Los niveles de fumonisinas se expresan en ppm (mg/Kg).

Los recuentos de la micoflora se expresan en UFC/gr de muestra ( unidades formadoras

de colonia/gr de muestra)
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Figura VII-I: Recuentos en el medio de cultivo de Nash y Snyder (arriba) y DRBC (abajo)
mostrando las colonias tipicas de los géneros aislados de las muetrasd de harina de maiz

Figura VII-II: Recuentos en el medio de cultivo DRBC mostrando las colonias tipicas de los
géneros aislados de las muestras de harina de maiz

Se recategorizaron las muestras, con la finalidad de facilitar el manejo de los resultados.
Se ubicaron del 1 al 30, en orden cronolégico de procesado, separando las harinas

sueltas de las envasadas. Se resume en la siguiente tabla:

Tabla VII-llI- Recategorizacion de muestras sueltas y envasadas
N° Tipo de | Concentracion | Tipo  de | Concentracién
(recategorizado) | muestra (ppm). ELISA | muestra | (ppm)ELISA
1 Envasada |2,484 S suelta 0,383 1S
2 Envasada |7,349 S suelta 0,322 1S
3 Envasada |0,754 S suelta 0,354 S
4 Envasada |[1,921+S suelta 4,744 1S
5 Envasada |[2,471+S suelta 4,383 1S
6 Envasada |2,470 %S suelta 7,76 S
7 Envasada |5,688 +S suelta 0,753 1S
8 Envasada |[1,135%S suelta 1,496 S
9 Envasada |[1,820S suelta 2,467 1S
10 Envasada |7,063 S suelta 0,38 1S
11 Envasada |[2,123 S suelta 7,109 S
12 Envasada |1,564 S suelta 0,202+S
13 Envasada |[1,113 %S suelta 2,491+S
14 Envasada |8,249 S suelta 9,204+S
15 Envasada |3,018 £S suelta 2,118%S
16 Envasada |2,623 S suelta 7,0011S

58



17 Envasada 2,362 1S suelta 0,22+S
18 Envasada 4,634 1S suelta 5,435%S
19 Envasada 1,250 £S suelta 2,9154S
20 Envasada 0,640 S suelta 1,15+S
21 Envasada 1,5201S suelta 2,451S
22 Envasada 1,886%S suelta 4,38+S
23 Envasada 0,400+S suelta 6,25%S
24 Envasada 0,859+S suelta 2,116%S
25 Envasada 3,5234S suelta 2,9194S
26 Envasada 0,350+S suelta 0,3234S
27 Envasada 0,561+S suelta 0,7424S
28 Envasada 1,516%S suelta 5,89+S
29 Envasada 0,308+S suelta 0,848+S
30 Envasada 0,200+S suelta 1,5124S
S=2.40

1) Analisis de los resultados segun metodologia ELISA:
-Muestras envasadas: El promedio de FBs totales por ELISA en las muestras
envasadas : 2,40 ppm %S
De las 30 muestras envasadas, 8 ( 26,6%) presentaron concentraciones entre no
detectable (< 0.20 ppm y 1,000 ppm) ; 9 (30% ) entre 1,000 y 2,000 ppm; 7 (23,3% )
entre 2,00 y 3,00 ppm y 6 (20%) mayores a 3,00 ppm.
-Muestras sueltas:
EL promedio de FBs totales por ELISA en muestras sueltas: 2,94 ppm S
De las 30 muestras sueltas: 10 (33,3%) presentaron niveles entre no detectable y
1,00 ppm; 3 (10%) entre 1,00 y 2,00 ppm; 7 (23,3%) entre 2,00 y 3,00 ppm y 10
(33.3%) concentraciones superiores a 3.00 ppm.
En base a los resultados obtenidos se puede inferir que el (30%) del total de muestras
(envasadas mas sueltas ) presentaban valores comprendidos entre el limite de deteccién
y 1,00 ppm. El (20%) entre 1,00 y 2,00 ppmy 24% entre 2,00-3,00 ppm. El 26% mayor a

3,00 ppm.
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Figura VII-llI: Frecuencia de concentraciones de FBs (ppm) por enzima inmunoensayo

(ELISA) en muestras de harina de maiz envasada y suelta

Se pudo observar nivel mayor de contaminacion en la harina de maiz comercializada
suelta. El 26,6% (16) del total de muestras analizadas presentaron niveles > 3,00 ppm
siendo el 16,6 % (10) correspondiente a la harina expendida a granel y el 10%(6)
envasada. En las figuras VII-IV y VII-V se muestran los porcentajes, segun total de

muestras envasadas y sueltas respectivamente.

Se observé mayor numero de muestras con valores superiores a 3,00ppm en la forma de
comercializacién suelta (33%) con respecto a la envasada (20%). Por lo tanto la primera

presenté niveles mas altos de contaminacion.
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envasada

suelta
[1>3,00 ppm =<3,00 ppm [1>3,00 ppm 1 <3,00 ppm

(Izg.)FiguraVll-1IV: Concentracion de FBs (ppm) por enzima inmuno ensayo (ELISA) en
harina de maiz envasada. (Der.)FiguraVIl-V : Concentracion de FBs (ppm) por enzima
inmuno ensayo (ELISA) en harina de maiz suelta.

El 50% del total de muestras (30) fueron adquiridas en almacenes bajo la forma de
expendio suelta. Mientras que las envasadas se adquirieron en almacenes (14) 23,3% vy

supermercados (16) 26,6%.

3 R

Henvasada Esuelta

Promedio de Fumonisinas ELISA

almacén supermercado
Comercios de Resistencia

Figura VII-VI : Distribucién del promedio de FBs por ELISA (ppm) segun tipo de comercio y

formas de comercializaciéon
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Para muestras de almacén se obtuvieron: niveles promedio 2,21 ppmzS en las muestras
de harinas envasadas y en las muestras comercializadas sueltas: 3,00 ppmtS . El
promedio total de FBs de las muestras de almacén (envasadas+ sueltas): 5,21ppm #S.
Sin embargo, el promedio de las muestras de supermercados (todas fueron envasadas):
2,50ppmzS. Por lo tanto el mayor grado de contaminacion corresponde a muestras sueltas
adquiridas en almacenes, seguida de envasadas de supermercados y por ultimo

envasadas de almacenes.

En vista que el procesamiento por enzima inmuno ensayo (ELISA) se realizé entre mayo
y julio de 2014 (Fig.VII-VIl), se observa que los mas altos niveles de FBs se
correspondieron con fechas de envasado durante los primeros meses del afio 2013,
(febrero, marzo, abril ) y octubre del mismo afio. Por lo tanto, se puede inferir que
considerando el tiempo transcurrido desde el envasado hasta el procesamiento, se
observd una tendencia a mayores contaminaciones en las harinas que llevaban mayor

tiempo de envasado.
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FiguraVIl-VIl : Promedio de Concentraciones por ELISA (ppm) en funcién de la fecha de

envasado
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Figura VII-VIII : Niveles de FBs (ppm) por por enzima inmuno ensayo (ELISA) segun fecha
de vencimiento

Las muestras fueron procesadas de mayo a julio de 2014, como se expreso, seria de
esperar que cuanto mas tiempo falte para el vencimiento, mas bajos sean los valores, sin
embargo dicha asociacion no se observa, Por el contrario, las muestras proximas a
vencer (mayo y junio de 2014) presentaron menores niveles que harinas con

vencimiento mayor a un afio de esa fecha, por ej. septiembre de 2015 .

2) Andlisis de los resultados segun metodologia cromatografia liquida de alta

presion ( HPLC)

En las 15 muestras (100%), FB1 mostrd niveles mayores a FB2 y FB3. Sin embargo FB2
> FB3 en 11 muestras (73%). Mientras que en las 4 restantes ,1 de ellas con FB3 >FB2
(M34), y en 3 solamente se detecté FB1( M22; M56 y M57).El promedio de fumonisinas

por HPLC: FB1=5,32ppm , FB2= 1,41 ppm y FB3= 0,45 ppm

De las muestras evaluadas (n= 60) se seleccionaron 15 que se procesaron por las dos

metodologias. ElI promedio de FBs totales por el método de ELISA fue de 4,65 ppm y
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por metodologia HPLC fue de 7,36ppm La relacion HPLC/ ELISA= 1,63. En 12 muestras
las concentraciones por HPLC fueron mayores, sélo en las muestras M22; M56 y M60 los
resultados fueron mayores por ELISA. Es destacable que las dos metodologias analiticas
no se practicaron en forma simultanea. En la figura VII-IX se observa que cuanto
mayores son las concentraciones por ELISA mas grande es la diferencia respecto a las
mediciones por HPLC. Sin embargo, si se considera el rango de cuantificacion del Kit de
ELISA ( 0,25 y 5,00 ppm) , las diferencias medidas en ese intervalo resultan menores

entre ambas metodologias.
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FiguraVIl-IX : Niveles de FBs (ppm) determinados por HPLC y ELISA

En la siguiente figura de dispersion se observan las lineas de tendencia de las dos
metodologias analiticas. Existe una zona de “superposicion “entre los dos métodos
analiticos, aproximadamente entre las lecturas 9, 10,11, 12, 13, y14 que corresponden a
valores en el rango de medicion del kit de ELISA. En dicha zona se presentan menores

dispersiones entre ambos métodos.
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Figura VII-XI: Correlacién entre los niveles obtenidos ‘por HPLC y ELISA

3) Recuento de hongos
En las 15 muestras evaluadas se aislaron especies del genero Fusarium, entre dichas
especies Fusarium verticillioides fue la principal especie identificada, la especie principal
productora de fumonisinas, en 13 muestras (87%) se aislaron especies de Aspergillus y

en 9 (60%) especies de Penicillium ; en 4 (27%) especies de Alternaria, en 1 (7%)
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Aspergillus seccioén Flavi y Aspergillus seccion Nigri y Mucor spp. respectivamente.
(Figura VII-XII. De todos los aislamientos s6lo Penicillium y Mucor no son productores de

FBs.
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Seccién Flavi
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Figura VII-XII: Géneros fungicos aislados en las muestras de harina que fueron analizadas

para determinar la contaminacién con fumonisimas por HPLC

El promedio de recuento de hongos totales fue >3,46x10* UFC/gry el promedio de

recuento de Fusarium fue 1,0x10* UFC/gr
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Figura VII-XIII: Relacion entre recuento total de hongos y recuento de Fusarium spp
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Se observa la existencia de una cierta relacion entre los Rtos de hongos totales y Rto
de Fusarium a recuentos bajos. Sin embargo cuando los recuentos aumentan, las
dispersiones son marcadas y se pierde tal relacion. Podria inferirse que a bajas
concentraciones el contaminante principal es Fusarium spp y por lo tanto, el Rto de

hongos totales es a expensas de Fusarium spp. principalmente.

En la figura VII-XIV, se analizan las coocurrencias de los géneros aislados. En 6 de 15
muestras (40%) se aislaron especies de los géneros Fusarium; Aspergillus y Penicillium ,
seguido de Fusarium; Aspergillus; Alternaria en 3 (20%) y Fusarium; Aspergillus en 3
(20%). En 1 de 15 muestras (6,66%) se aislaron especies de Fusarium; Aspergillus;
Penicillium y Alternaria_ Fusarium y Penicillium_ Fusarium, Penicillium, Aspergillus y

Mucor.

La co-ocurrencia de especies de Fusarium - Aspergillus se observd en 14 de las 15
muestras (93%), lo cual permite inferir que existiria posibilidad de coocurrencia de

fumonisinas- aflatoxina en las muestras, con el agravante que ello implica.

m Fusarium;
Aspergillus;Penicillium

® Fusarium, Aspergillus,
Alternaria

Fusarium ;Aspergillus

m Fusarium; Aspergillus;
Penicillium; Alternaria

Figura VII-XIV: Co-ocurrencia de contaminacion fungica en las muestras de harina de maiz
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VIII)- DISCUSION:
La presencia de FBs en el total de muestras analizadas, permite inferir que existe riesgo
de exposicién de la poblacion de Resistencia por consumo de harina de maiz. Siendo las
comercializadas sueltas las que presentan el mayor grado de contaminacion, lo cual
podria ser el resultado, al menos en parte, por la mala conservacion del producto en los
lugares de expendio. En varios establecimientos de venta, las harinas se exponian a la
vista del cliente en contenedores abiertos (bolsas plasticas) sin ningun tipo de cierre,
totalmente expuestas a la humedad ambiente, lo que condiciona una mayor posibilidad de

rehidratacion y desarrollo de especies de Fusarium y contaminacion por FBs.

Un gran numero de resefias basadas en estudios comparativos de ambas metodologias
demostraron que las mayores estimaciones se obtienen por ELISA (171-173). Sin
embargo, en el presente trabajo los niveles por ELISA fueron menores a los
encontradas por HPLC. Tal hallazgo podria justificarse segun dos situaciones:
Probablemente el método de extraccion previo al ELISA no fue eficiente y/o
seguramente es de gran influencia el hecho que ambos métodos no se realizaron en
simultaneo. Sin duda, la fase extractiva de FBs de la matriz de la harina es
probablemente la mas influyente del analisis y quizd donde se cometan la mayor
cantidad de errores. Si bien el kit de ELISA Agra Quant provisto por Laboratorio Romer,
ha sido validado para cuantificar fumonisinas totales en harina de maiz, podrian ocurrir
interacciones de la toxina con interferentes presentes en la harina (uniones quimicas) y no
serian detectadas. Recordar que el método ELISA no tiene etapa de purificacién, a
diferencia de HPLC (84), lo cual justificaria al menos en parte, los menores niveles de FBs
medidos con ELISA, sobre todo a concentraciones altas, donde la dispersion entre

ambos métodos es muy marcada. Es de consideracion que el proceso extractivo debe
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realizarse lo mas rapido posible, a sabiendas que las FBS son inestables en solucién de
metanol, lo cual puede ser un verdadero problema cuando se procesan varias muestras
por tanda. -Se efectuaron 11 procesos extractivos por tanda-. Deben respetarse los
tiempos de agitacién - tiempos acortados conducirian a una subestimacion de FBs-. Los
extractros deben tener un pH entre 6 y 8, -lo cual requiere riguroso control y ajuste-.

Condiciones de excesiva acidez o alcalinidad pueden afectar el resultado de la prueba.

Durante el ensayo de ELISA, los tiempos de incubacion diferentes a los indicados en los
protocolos de trabajo pueden inducir a resultados inexactos, sobre todo cuando se
procesan varias muestras a la vez. Si las consideraciones citadas durante la fase
extractiva y el ensayo de ELISA no se llevan a cabo convenientemete, podrian resultar

subestimaciones en la cuantificacion.

La metodologia HPLC se llevd a cabo aproximadamente dos meses después que el
método ELISA, con lo cual la contaminacién fungica y el contenido de FBs habran
seguido en aumento con el agravante de las mayores cuantificaciones por HPLC. Lo
conveniente, a fines comparativos, hubiese sido el procesamiento en simultaneo por los

dos métodos.

Se encontrd una buena relacion entre las dos metodologias analiticas, alrededor de 82%.

El 30% de muestras analizadas registraron concentraciones entre niveles no detectados y
1,00 ppm, (8 envasadas y 10 sueltas) cumpliendo con las reglamentacines vigentes en la
CE (166,167) . En cambio el 40% de las muestras (11 envasadas y 13 sueltas)
presentaron niveles entre no detectable y 1.50 ppm., ajustandose a la reglamentacion que

rige actualmente en Brasil para harina de maiz de consumo humano (165).
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La co-contaminacion de alimentos con AFB1 y FB1 es ampliamente conocida en muchas
partes del mundo y ha sido implicada en el desarrollo de carcinomas hepatocelulares en
humanos y animales (154).En Argentina se demostré la coexistencia de estas micotoxinas
en maiz y alimentos derivados (42,174). En este estudio, es muy probable la coocurrencia
AFB1 y FB1, en vista que en el 93 % de las muestras se aislaron Fusarium sp y
Aspergillus sp, siendo este dltimo un importante productor de aflatoxinas (Aspergillus
flavus), lo cual representaria un riesgo aun mayor para la salud humana y animal:

micotoxicosis y sinergismo (155).

Se aislaron especies de los géneros mas importantes productores de micotoxinas,

Fusarium, Aspergillus Alternaria y Penicillium (175).

Un estudio (en grano de maiz, no en harinas) revela que uno o ambos especies del
genero Fusarium ( verticillioides y proliferarum) pueden tener una frecuencia de
ocurrencia de 90% o mas (176), afirmacién que concuerda con el presente estudio , ya

gque de las especies de Fusarium aisladas un mayor porcentaje fue Fusarium verticillioides

Estudios realizados en harina de maiz en Buenos Aires, (periodo octubre 1996- enero
1997) demostraron  niveles entre no detectables y 186 ppm de FBiy entre no
detectado y 16,8 de FB2 (55), los cuales concuerdan con los niveles observados en el
presente estudio. Sin embargo, en el periodo enero 1998 los niveles detectados en
muestras de Buenos Aires fueron FBi: 7,5ppm a 498,7 ppm y FB2: de no detectable a
181,8 ppm (55). En Resistencia, sélo resultan comparables los encontrados para FB2, no
asi los de FB1 que fueron muy superiores en Bs.As. Asi mismo, los promedios hallados en
este estudio guardan relacion con los niveles encontrados en Sao Paulo; Brasil para FB1:
05a72ppmy FB2:0,1a 1,8 ppm (52) y con los detectados en Estados Unidos para

FB1: 5- 20.5 ppm (53). Por otro lado, muestras analizadas en Italia presentaron niveles
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de FB1:42 a 376 ppm y FB2: 8 a 91mg/Kg (54), muy superiores a las encontradas en
Resistencia . En un estudio de las fracciones de la molienda en seco, en un molino
industrial de Argentina - para harina de maiz tipo C- se encontraron niveles de FB;:: 0,358
ppm, FB2: 0,122 ppm y FB3 0,0459 ppm ( 64). Muy por debajo de los promedios hallados

en Resistencia.
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IX)- CONCLUSIONES:

Se cumple la hipotesis :La harina de maiz comercializada en almacenes y
supermercados minoristas de Resistencia presenta contaminaciéon con FBs vy la
poblacién estaria expuesta a dichas toxinas a través del consumo en la dieta de dicha
harina , las toxinas pueden ser cuantificadas por un método mas accesible que el
usado como referencia. Este marco de situacion indica la necesidad de una adecuada
vigilancia y monitoreo para la prevencion de la contaminacibn con hongos y
fumonisinas.

El 30% de las muestras se ajustaron a las Reglamentaciones vigentes en la CE
(Comunidad Europea) y el 40% con la reglamentacion de Brasil (ANVISA) mientras que

el 50% se ajustaron a las reglamentaciones vigentes en Argentina desde2019.

Las muestras con mayor grado de contaminacioén fueron las harinas, que se adquirieron
en su totalidad en almacenes, seguida de las envasadas compradas en supermercados y

las envasadas expendidas en almacenes.

Los niveles mas altos de FBs se asocian a muestras de mas vieja data de envasado.

No se observo relacion entre altos niveles de FBs con muestras cercanas a la fecha de

vencimiento.

Segun metodologia ELISA, el 30% del total de muestras tienen valores comprendidos
entre 0,00 y 1,00 ppm. EI 20% entre 1,00y 2,00 ppmy 24% entre 2,00-3,00 ppm. El 26%
mayor a 3,00 ppm. Por HPLC los promedios fumonisinas totales= 7,36ppm; FB1=
5,32ppm; FB2= 1,41 ppm y FB3= 0,45 ppm. Los promedios de fumonisinas totales por

ELISA para el total de muestras: 2,67 £ S ppm y para las 15 muestras procesadas por
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HPLC :7,36 ppm y ELISA : 4,67ppm, La relacion HPLC/ ELISA =1,63. Se detect6 FB:
en niveles mayores a FB; y FBs en harina de maiz.

El método de ELISA requiere de un equipamiento (lector de ELISA) que no es muy
costoso y los anticuerpos aportan al ensayo la ventaja de una alta especificidad; no
obstante, pueden presentarse interferencias con la matriz de la harina analizada lo que
podria dar como resultado una subestimacion de FBs. Es importante realizar en cada
laboratorio la caracterizacion del método a utilizar determinado los parametros de
recuperacion, limite de deteccion, reproducibilidad del método. En el presente estudio no

se llevo a cabo por razones de costo y falta de disponibilidad de medios

El método de ELISA podria usarse como screening para la cuantificaciéon de FBs en

harina de maiz en este caso en el rango establecido por el proveedor del Kit 0,25 -5,00

ppm.

Los 3 géneros aislados mayoritariamente (40%) Fusarium; Aspergillus y Penicillium
incluyen especies potencialmente productoras de micotoxinas. En el 100% de muestras

se aislaron especies de Fusarium ,

En el 93% de las muestras se observé coocurrencia de especies de Fusarium vy
Aspergillus. Por lo tanto es muy probable la co-ocurrencia de -fumonisinas y aflatoxinas-
con el agravante que la poblacién podria estar expuesta a ambas micotoxinas, frente al

consumo de harina de maiz y derivados.

En las muetras se observd coocurrencia de los siguietnes géneros : (40%) Fusarium;
Aspergillus; Penicillium;-(20%) Fusarium; Aspergillus y Alternaria;- (20% )Fusarium
Aspergillus;- (6,6%)Fusarium;Aspergillus; Penicillium; Alternaria;-(6,6%) Fusarium;

Penicillium;- (6,6%) Fusarium; Aspergillus; Penicillium; Mucor.
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En el presente trabajo se plante6 la evaluacién de la incidencia natural de fumonisinas
en harina de maiz a través del uso de un método de inmunoensayo (ELISA). Es
frecuente en la zona el consumo de platos tipicos tradicionales, a base de harina de maiz,
como por ejemplo: “sopa paraguaya”, polenta, “mbaip0”, “vori vori” por lo que los
consumidores del Chaco estarian expuestos a través de la dueta a la fumonisinas . Se
debe tener en cuenta que los efectos de la fumonisinas en la salud generalmente son
cronicos y se pueden manifestar con reduccion de la tasa de crecimiento en nifios ( La
poblacion infantil es mas sensible a las fumonisinas que la adulta),, ademas de trastornos

inmunolégicos, entre otros.

A partir del afio 2019, Argentina Reglamentd los niveles maximos permitidos para
fumonisinas en maiz y derivados: 2.00ppm. Es importante poder evaluar la contaminacion
de los productos que pueden estar contamiandos con fumonisinas para poder determinar
el riesgo toxicolégico de las pobalciones en distintas regiones del pais y establecer

mecanismos de control a través de las autoridades competentes.

El presente estudio contribuye al &rea de la Micotoxicologia con datos de contaminacion
natural de fumonisinas. La micotoxicologia es una disciplina cuyo desarrollo comenzé en

la década de los 60 con el descubrimiento de las aflatoxinas.

El avance de la micotoxicologia necesita del aporte de distintas disciplinas tales como la
micologia, la fitopatologia, la quimica, la medicina veterianiaria, la medicina, la biologia
entre otras dado el impacto de los hongos toxicogéncios y las micotoxinas en las cadenas

alimentarias del hombre y los animales.
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