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Resumen

Las fumonisinas son producidas por especies de Fusarium, esencialmente por Fusarium
verticillioides y F. proliferatum que se encuentran como contaminantes naturales en maiz y
subproductos de maiz. Su consumo, se asocia con ciertas enfermedades en animales y humanos. La
industria alimentaria apunta sus investigaciones al desarrollo de nuevas tecnologias y la aplicacion de
gas ozono, dado su elevado poder germicida y su descomposicién espontanea a oxigeno, se ha
convertido en un agente potencial para garantizar la seguridad microbioldgica y la calidad de los
alimentos. Debido a la importancia del consumo de maiz en Argentina y a la contaminacion de este
grano por cepas productoras de fumonisinas, se estudio la posibilidad de detoxificar maiz contaminado
con esta toxina con gas ozono. Se aislaron cepas de Fusarium verticillioides y F. proliferatum de
granos de maiz y de silaje. Se estudio la capacidad de produccion de toxina de dichas cepas. La
cuantificacién de esta toxina se realiz6 mediante ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) con el kit para fumonisinas RIDASCREEN®FAST Fumonisin siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se utiliz6 gas ozono a concentraciones de: 4500, 7500 y 25000 ppm,, por tiempos de
exposicion de 10 y 20 minutos. Todas las cepas de Fusarium estudiadas fueron buenas productoras de
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fumonisinas. A las concentraciones y tiempos evaluados, no se observd la eliminacion o disminucion
de la concentracion de toxina. Prevenir la contaminacion con estos mohos es la mejor solucion para el
problema de las micotoxinas, debido a que una vez producida la toxina es dificil de erradicar.

Palabras claves: capacidad toxicogénica, fumonisinas, Fusarium, gas ozono, micotoxinas en maiz.
Abstract

Fumonisins are produced by Fusarium species, essentially Fusarium verticillioides and F.
proliferatum that occur as natural contaminant of corn and corn products. Consumption is associated
with certain diseases in animals and humans. The food industry aims its research to develop new
technologies and the application of ozone gas, given its high germicidal power and spontaneous
decomposition to oxygen, has become a potential agent to ensure microbiological safety and food
quality. Because of the importance of maize consumption in Argentina and contamination of the grain
by fumonisin-producing strains, the possibility to detoxify corn contaminated with this toxin with
ozone gas was studied. Strains of Fusarium verticillioides and F. proliferatum were isolated from
maize grain and silage. The toxin production capacity of these strains was studied. The quantification
of the toxin was performed by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kit for fumonisin
RIDASCREEN®FAST Fumonisin following manufacturer’s instructions. Ozone gas concentrations:
4500, 7500 and 25000 ppm,, for exposure times of 10 and 20 minutes was used. All strains of
Fusarium studied were good producers of fumonisin. At the concentrations and times studied,
eliminating or decreasing the concentration of toxin was not observed. Prevent contamination with
these molds is the best solution to the problem of mycotoxins, because once produced the toxin is
difficult to eradicate.

Keywords: fumonisin, Fusarium, mycotoxin in corn, 0zone gas, toxicogenic capacity.

INTRODUCCION

El género Fusarium esta ampliamente
distribuido tanto en suelos como en sustratos
organicos. Presenta especies fitopatdgenas que
causan graves enfermedades principalmente en
los cereales. Bajo condiciones ambientales
favorables, colonizan sintomaticamente o
asintomaticamente un sustrato como maiz
pudiendo conducir esta interaccion a la
produccién de micotoxinas. Su importancia no
se debe solo a la pérdida de las cosechas, sino
también a la biosintesis de micotoxinas que
pueden estar presentes en los cereales y sus
productos, produciendo  sindromes  de
intoxicacion en animales y llegando a la cadena
alimentaria de los humanos (Cabaries et al.,
2007). Las micotoxinas asociadas a este género

son las fumonisinas (FB), zearalenona (ZEA)y
los tricotecenos, incluyendo es este grupo el
diacetoxiscirpenol (DAS), la toxina T-2,
deoxinivalenol (DON) y el nivalenol (NIV). Se
asocian a cuadros de toxicidad celular, efectos
sobre el crecimiento y el desarrollo de los
animales, e incluso al cancer en humanos y
animales, por lo que son de gran interés en el
sector agricola y alimentario (Valle, 2011).
Fusarium verticillioides se encuentra
usualmente en zonas tropicales, y zonas
templadas y humedas del mundo (Leslie y
Summerell, 2006). Esta especie es un patdégeno
endemico de maiz, que causa pudricion del tallo
durante todas las etapas de desarrollo de la
planta. También se ha documentado como
contaminante de las semillas oleaginosas:
girasol, amaranto y soya, también especias,



como el cilantro, fenogreco, cardamomo y
pimienta (Pitt y Hocking, 2009).

La especie F. proliferatum, al igual que
F. verticillioides, es un problema significativo
en la contaminacion de plantas de maiz en toda
Latinoamérica y el resto del mundo, siendo
cada vez mas importante en paises de Europa
(Bacon y Nelson, 1994; Desjardins, 2006;
Leslie y Summerell, 2006). F. proliferatum
también fue encontrado como contaminante de
sorgo, nueces de pino, arroz y frijoles (Marin et
al., 1999).

Las FB son neurotoxicas, nefrotoxicas y
hepatotoxicas. Causan edema pulmonar y
cerebral, y lesiones cardiacas. Los 6rganos
afectados son cerebro, pulmones, higado,
rifiones y corazén. Los animales mas sensibles
son los equinos y los cerdos, aungue algunos
autores informan de sintomas en ovejas,
carneros y primates no humanos (Afsah-Hejri et
al., 2013).

El cultivo del maiz ocupa un lugar
importante en la agricultura de Argentina. Los
principales hongos toxicogénicos
contaminantes de este cereal y alimentos
formulados a base del mismo pertenecen a los
géneros Fusarium (F. verticillioides, F.
graminearum, F. proliferatum, F. oxysporum),
Penicillium (P. rubrum, P. purpurogenum),
Alternaria (A. alternata) y Aspergillus (A.
flavus) (FAO/WHO, 2001; WHO/FAO, 2002;
Aziz et al., 2006; Zhang et al., 2007; Garcia-
Aguirre y Martinez-Flores, 2010).

La industria alimentaria apunta sus
investigaciones al desarrollo de nuevas
tecnologias y la aplicaciéon de gas ozono, dado
su elevado poder germicida y su
descomposicion espontanea a oxigeno, se ha
convertido en un agente potencial para
garantizar la seguridad microbioldgica y la
calidad de los alimentos. Se considera que es un
sanitizante de buena eficiencia que requiere
tiempos de contacto bastante cortos. Inactiva
enzimas respiratorias y destruye la membrana
celular. Por su capacidad para dar reacciones de
adicion sobre los dobles enlaces y por su
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tendencia a transformarse de nuevo en oxigeno
molecular, esta tecnologia es limpia, segura y
eficiente y no agrede al medio ambiente ya que
deja como residuo moléculas de oxigeno. Estos
aspectos favorecen su empleo en la industria
alimentaria (Kadre et al., 2001). El potencial
del ozono en la industria de alimentos incluye
la reduccion de microorganismos, extension de
la vida dtil de productos como pescado, carne,
frutas y reduccion de niveles de contaminacion
de ambientes de envasado de alimentos.

Varios autores coinciden en que el
ozono, tanto en fase acuosa como gaseosa, €s
un potente germicida capaz de eliminar
bacterias, virus, hongos y quistes de parasitos,
sin provocar la formacion de compuestos
toxicos ni dejar residuos, ya que se descompone
en oxigeno, aspecto ventajoso frente a otros
sanitizantes cominmente empleados para estos
fines (Kim et al., 1999; Rice, 1999; Ricaurte-
Galindo, 2006).

Debido a que la contaminacion con
micotoxinas es un problema de grandes
repercusiones econdémicas y de la salud, y que
el cultivo de maiz ocupa un lugar importante en
la agricultura de Argentina, se propuso como
objetivo de este trabajo la posibilidad de
detoxificar con gas ozono maiz contaminado
con fumonisinas, ya que es una tecnologia
limpia y que no agrede al medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion de cepas
de Fusarium verticillioides y F. proliferatum

Se aislaron cepas de Fusarium
verticillioides y F. proliferatum durante el
periodo de Marzo-Abril del afio 2012 a partir de
40 muestras de granos de maiz y 40 de silajes.
Las muestras fueron provistas por el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela de
la Provincia de Santa Fe, Argentina. Las
mismas fueron conservadas en freezer (-20 °C),
por su alto contenido de humedad, hasta el
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momento de su analisis. Se colocaron granos de
maiz y trozos del ensilado sobre placas con
medio Agar Extracto de Malta (‘Malt Extract
Agar’, MEA), al cual se le agreg6 cloranfenicol
(100 mg/L) para inhibir el crecimiento
bacteriano (Beuchat y Cousin, 2001). Estas
placas se incubaron a 28 °C por 7 dias. Luego
se realizd el aislamiento y purificacion de las
colonias que presentaron caracteristicas propias
del género Fusarium y se procedié a su
identificacion a partir de caracteristicas macroy
microscopicas, segun las claves de Nelson et al.
(1983).

Mediante una inspeccion microscopica
con un microscopio Leica, modelo CM E
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y un
aumento de 40 X, se determinaron cuales
aislados pertenecian al género Fusarium por la
presencia de macroconidios. Las colonias
coincidentes con este género (flocosas, color
rosa a morado, naranja palido o blanco) se
repicaron a medio  Agar  Spezieller
Né&hrstoffarmer (SNA) y Agar Papa Dextrosa
(PDA). Se incubaron por 7 dias a temperatura
ambiental bajo accion de luz para favorecer la
esporulacion del moho y asi confirmar la
identidad del género. Luego se realizd la
identificacion de cada especie aislada. Todos
los cultivos utilizados fueron iniciados desde un
conidio simple (cultivo monospérico) (Zapata-
Basilico et al., 2010).

Para la identificacion se observaron las
caracteristicas microscopicas propias de las
especies F. verticillioides y F. proliferatum
pertenecientes a la seccion 10, llamada seccion
Liseola (Nelson et al., 1983). Los caracteres
para determinar las secciones y las especies se
basan en las caracteristicas del cultivo
(velocidad de crecimiento, color del micelio
aéreo, color del reverso, presencia de pigmentos
solubles, color de masas de conidios); en las
caracteristicas de los macroconidios a partir de
los esporodoquios (tamafios, forma del conidio,
forma de las células pie y apical); en las
caracteristicas de los microconidios a partir del
micelio aéreo (presencia, forma, agrupacion);

en los conidioforos (monofialides, polifialides)
y en los clamidoconidios (presencia, ausencia).

Todas las cepas de Fusarium aisladas se
conservaron a 4 °C en crioviales conteniendo
agar-agua al 0,2 % (m/v) hasta su posterior
analisis.

Capacidad toxicogénica de las cepas
aisladas

Se siguid la metodologia de Liu et al.
(1996), sustituyendo el arroz por granos de
maiz. Se colocaron 100 gramos de este sustrato
en matraz Erlenmeyer de 250 mL, uno para
cada cepa en estudio. Los granos se hidrataron
con 30 mL de agua destilada y se esterilizaron
en autoclave portatil de acero inoxidable
Labklass, YXQ-280MD a 121 °C durante 30
minutos. Posteriormente se inoculd el maiz
esterilizado con 1 mL de la suspension de la
cepa en estudio. Se incubaron 30 dias a 28 °C
agitando una vez al dia para favorecer el
desarrollo uniforme. Cada anélisis se realizo
por duplicado.

La determinacion de FB se realizd
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, ELISA) con el kit para fumonisinas
RIDASCREEN®FAST Fumonisin (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Alemania). Este es
un inmunoensayo enzimatico competitivo para
el andlisis cuantitativo de FB en cereales y
piensos.

Preparacion de las muestras de maiz
para la cuantificacién de las fumonisinas

Para la preparacion de las muestras se
siguieron las instrucciones del fabricante del kit
comercial. Para ello se pesaron 25 gramos de
muestra de maiz (inoculado con las cepas en
estudio e incubado durante 30 dias a 28 °C) y se
trituraron en un molinillo a cuchillas eléctrico
Dalvo, modelo MC/I (Tecno Dalvo, Santa Fe,
Argentina), luego se realiz la extraccion de la



toxina con 125 mL de metanol:agua (70:30) y
se agitdé vigorosamente durante 3 minutos en
mesa rotativa, marca BOECO, modelo OS-10
(Boeckel + Co (GmbH + Co), Alemania). Se
procedio al filtrado de la misma a través de
papel de filtro Wathman™ N° 1 (Whatman
International Limited, UK). Se diluyd el filtrado
1:14 y se procedio a la cuantificacion de FB.

Equipo generador de gas 0zono

El equipo que se utilizé en este trabajo
para la generacion del gas ozono fue
proporcionado y operado por personal de la
firma Agua Ozonizada Santo Tomé (Santa Fe,
Argentina). El gas fue producido mediante la
técnica de descarga eléctrica tipo corona
(Frison et al., 2013). Las cantidades de ozono
generadas dependen de las condiciones de
trabajo, cantidad de oxigeno que ingresa al
equipo, temperatura ambiental, caudal vy
radiacion ultravioleta. Para la medicion de la
concentracion de ozono en fase gas se utilizé
lodometria. Se hizo burbujear un volumen
conocido de un gas con ozono dentro de una
solucion de yoduro de potasio (KI). La
medicion de ozono residual en fase liquida, se
realiz6 mezclando una muestra del liquido a
medir con la solucion de KI. La reaccion
produce yodo (ly), el cual se tituld
inmediatamente con tiosulfato de sodio
(Na,S;03) hasta color amarillo pélido,
utilizando almidon como indicador. La
concentracion de ozono (mg Os/min) que
produjo el equipo se calculé por el consumo de
Na,S;03 (Beutelspacher-Santiago y Calderon-
Ancona, 2005).

Con un caudal de 2 L/min, los mg de O3
se convierten en microlitros (UL) aplicando la
ecuacion de los gases: P-V = n-R-T y dividiendo
por el caudal, para obtener las concentraciones
en partes por millon volumétricas (ppmy).

Las concentraciones de gas 0zono
utilizadas en los ensayos fueron 4500 ppm,,
7500 ppm, y 25000 ppm, y los tiempos de
exposicion fueron 10y 20 minutos. Asi, 4500
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ppmy equivalen a una produccion de gas ozono
de 18 mg/min, 7500 ppm, a 30 mg/miny 25000
ppmya 100 mg/min.

Cuantificacion de la concentracion de
la toxina luego de la detoxificacion con gas
0z0ono

Se trabajé de la misma manera que para
el estudio de la capacidad de produccion de FB
por parte de los aislados. Posteriormente se
expuso el maiz al gas 0zono a concentraciones
y tiempos determinados, en la camara
hermética del equipo. Luego se procesaron las
muestras y se procedio a la cuantificacion de las
FB.

Tratamiento estadistico de los datos

Para analizar el efecto de los diferentes
tratamientos se realizd Analisis de la Varianza
(ANOVA) y Contraste de Rangos Mdltiple, con
un nivel de confianza de 95,0 %, utilizando el
software Statgraphics® Plus, version 5.1
(Statistical Graphics Corporation,
Warrenton,VA, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de cepas de
Fusarium proliferatum y F. verticillioides

Se obtuvieron 15 aislados del género
Fusarium, 5 pertenecieron a la especie F.
proliferatum var. proliferatum (Nirenberg y
O’Donnell, 1998) (A1, A2, A3, A8y A9) y 10
a F. verticillioides (Seifert et al., 2003) (A4,
A5, A6, A7, A10, All, Al12, Al13, Al4, Al15).

Capacidad toxicogénica de las cepas aisladas

Al realizar el ELISA con el kit para FB
RIDASCREEN®FAST Fumonisin (R-
Biopharm AG), se observd que de los 15
aislados obtenidos, solo 7 resultaron ser
productores de FB; 3 pertenecientes a la especie
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F. proliferatum (A1, A2 y A3) y 4 a la especie
F. verticillioides (A4, A5, A6 y A7), indicando
la gran incidencia de estos mohos en maiz y
silajes en la zona del litoral argentino (ciudad
de Santa Fe).

En el Cuadro 1 se pueden observar los
resultados obtenidos de los promedios de las 2
repeticiones realizadas (cada una por
duplicado). Los aislados N° 8 al 15 no
produjeron FB por lo que no figuran en el
cuadro.

Cuadrol.- Concentracion de fumonisinas (FB)
por el método de ELISA.

Aislado Concentracion FB (ppm)
Al 10,42
A2 12,68
A3 10,80
A4 20,00
A5 15,95
A6 12,06
A7 16,69

Las concentraciones de FB producidas
por estos aislados se encontraron entre 10,42 y
20,00 ppm (mg/kg). Estos resultados
concuerdan parcialmente con datos publicados
por Mallmann y Dilkin (2007) en su libro,
sobre diferentes paises como Argentina,
Uruguay, Estados Unidos, Brasil y del
continente africano. Ellos observaron que de 64
muestras de alimentos y 50 de hibridos de maiz
analizadas en Uruguay y Argentina,
respectivamente, el 50 % de las muestras de
alimentos estaban contaminadas con FB en
concentraciones de 0,005 a 6,34 ppm, mientras
que el 100 % de las muestras de hibridos de
maiz tenian entre 0,18 a 27,05 ppm. Ademas,
en el maiz de Argentina encontraron
contaminaciones con FB en el orden de 0,04 a
9,95 ppm. También el maiz proveniente del sur

de Africa presentaba concentraciones de FB
entre 44 y 83 ppm e incluso hasta 117 ppm. En
Estados Unidos las concentraciones de FB
estaban entre 7,20 y 8,85 ppm, y la presencia de
esta micotoxina en alimentos para cerdos y
caballos habia sido detectada en
concentraciones de 0,2 a 330 ppm. En Brasil la
mayor incidencia de contaminacion con FB en
cereales y otros alimentos se encontrd en los
estados del sur. El porcentaje de muestras
positivas oscilaron entre el 50 y 90 %, y las
contaminaciones variaron entre 0,005 y 15
ppm, sin embargo, el valor medio fue inferior a
1 ppm, a pesar de que también se puedan
encontrar valores de contaminacion superiores
a 50 ppm de fumonisina B1.

Cuantificacion de la concentracion de la
toxina luego de la detoxificacion con gas
0zono

En las Figs. 1, 2, 3,4, 5y 6 se muestran
los resultados obtenidos en la cuantificacion de
la toxina para los aislados de F. proliferatum y
F. verticillioides luego de la exposicion a las
diferentes condiciones de gas 0zono estudiadas.

El ANOVA pudo establecer que no
existieron diferencias significativas (p =
0,1268) para las concentraciones de ozono y los
tiempos ensayados, con un nivel de confianza
del 95,0 %.

El Contraste de Rangos Multiples
permitio identificar 2 grupos homogéneos. Los
aislados correspondientes a F. proliferatum
(A1, A2 y A3) formaron un grupo con medias
homogéneas y F. verticillioides (A4, A5, A6y
A7) constituyeron el otro grupo.

Al aumentar la concentracion de gas
ozono de 4500 ppm, a 25000 ppmy, ho se
produjo una disminucién o eliminacion de la
toxina.

Al analizar los valores obtenidos de
concentracion de FB se pudo observar que hubo
pequefias variaciones en la concentracion de FB
a medida que se incrementé la concentracion de
gas ozono y el tiempo de exposicion al mismo



Frison, Laura et al.

24,00

21,00 A

Concentracion FB (ppm)

3,00 A

0,00 -

18,00 A

15,00 A

12,00 A

9,00 A

6,00

Al

A2
Aislados

m Control

@ 4500 ppmv 10 min.
04500 ppmv 20 min.

A3

037

Figura 1.- Concentracién de fumonisinas (FB) en aislados de F. proliferatum luego de exposicion a
gas 0zono 4500 ppm, (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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Figura 2.- Concentracion de fumonisinas (FB) en aislados de F. verticillioides luego de exposicion a
gas 0zono 4500 ppmy (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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Figura 3.- Concentracion de fumonisinas (FB) en aislados de F. proliferatum luego de exposicién a
gas ozono 7500 ppmy (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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Figura 4.- Concentracion de fumonisinas (FB) en aislados de F. verticillioides luego de exposicion a
gas ozono 7500 ppm, (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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Figura 5.- Concentracion de fumonisinas (FB) en aislados de F. proliferatum luego de exposicién a
gas ozono 25000 ppm, (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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gas 0zono 25000 ppm, (10 y 20 minutos) y comparacion con el control.
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(entre 10 y 20 min). Debido a que no existid
produccién espontanea de FB por parte de los
aislados, estos pequefios aumentos podrian
deberse al hecho de que el gas ozono es un
potente oxidante, y podria haber producido
interferencias con el kit comercial utilizado
para cuantificar las FB.

Existen estudios realizados para
aflatoxinas (AFLA); como los de Prudente y
King (2001), quienes mostraron que maiz
contaminado (10-12 % en peso) y tratado con
0zono gas, a un caudal de 2 L/min durante 96 h,
redujo los niveles de AFLA de 0,586 ppb a
0,047 ppb. Akbas y Ozdemir (2006) lograron
disminuir las concentraciones de AFLA en
granos de pistachos en un 23-24 % utilizando
concentraciones de gas ozono de 9 ppm a
tiempos de exposicion de 420 min (a20°Cy 70
% de humedad relativa). Una reduccién en las
concentraciones de AFLA aproximadamente de
un 25-30 %, en mani contaminado, luego de la
exposicion a 0zono gas a concentraciones de 21
ppm (mg/L) durante un tiempo de exposicion
de 96 h, fue alcanzada por de Alencar et al.
(2012). Inan et al. (2007) observaron una
reduccién del 80 y 93 % de AFLA en pimientos
rojos (Capsicum annuum), con concentraciones
de ozono gas de 33 y 66 ppm (mg/L),
respectivamente, durante 60 minutos de
exposicion.

McKenzie et. al. (1997) estudiaron la
degradacion y detoxificacion de soluciones
acuosas de micotoxinas (aflatoxinas B1, B2, G1
y G2, &cido ciclopiazonico, fumonisina B,
ocratoxina A, patulina, acido secalonico y
zearalenona) en presencia de altas
concentraciones de Oz (2, 10 y 20 % en peso)
durante un periodo de 5 minutos y observaron
mediante la cuantificacion por HPLC que
aflatoxina Bl y G1 fueron degradadas
rapidamente usando 2 % de Os; mientras que
aflatoxina B2 y G2 eran mas resistentes a la
oxidacion requiriendo niveles mayores de Os
(20 %). Para el estudio de fumonisina Bl
(después de la reaccion con Ogz), observaron que
esta toxina se degradaba rapidamente (15 s) con

la formacion de nuevos productos y destacaron
que la degradacién de fumonisina B1 no se
correlacionaba con la detoxificacién, ya que las
soluciones de esta toxina tratadas con Osj;
presentaron valores positivos para 2 bioensayos
diferentes realizados.

Prevenir la contaminacion con estos
mohos en granos de maiz y ensilados es la
mejor solucién para el problema de las
micotoxinas, ya que una vez que se produjo la
toxina es dificil de erradicar (Marin et al.,
2008).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACION

e Se aislaron 15 cepas de las especies
Fusarium proliferatum y F.
verticillioides a partir de 40 muestras de
maiz y 40 de ensilados.

e De los 15 aislados estudiados, 7
resultaron ser productores de
fumonisinas; 3 pertenecientes a F.
proliferatum y 4 a F. verticillioides.

e La concentracion de fumonisinas para
todos los aislados productores, luego de
30 dias a 28 °C, se encontraba entre
10,42y 20,00 ppm.

e A las concentraciones y tiempos
ensayados de gas 0zono, no se observo
la disminucion o eliminacién de la
concentracion de fumonisinas.

e Prevenir la contaminacion con estos
mohos en granos de maiz y ensilados es
la mejor solucién para el problema de
las micotoxinas, ya que una vez que se
produjo la toxina es dificil erradicarla.
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