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Capacidad productora “in vitro” de patulina de
cepas de Byssochlamys nivea procedentes de
ensilados de alfalfa
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RESUMEN: De un total de 39 muestras de alfalfa ensilada se obtuvieron 8 cepas de Byssochlamys nivea, aptas para contaminar
forrajes conservados. Se evalud la capacidad de los mismos para preducir patulina en caldo Czapeck, enriquecido con 0.2% de
extracto de levadura y 0.8% de glucosa. La incubacion se realizd a 25°C en condiciones estaticas durante 14 dias. La presencia
de micotoxina se determind por Cromatograiia de Capa Delgada (TLC) y su cuantilicacion se efectué por Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC). Se ulilizé, ademds, una técnica de Electroforesis Capilar (EC) para la confirmacion de la identidad de
la patulina.

Todos los aislados resultaron productores, con un valor maximo obtenido de 2234 ppm de patulina.

Palabras claves: alfalta, patulina, Byssochiamys nivea.

SUMMARY: In vitro Palulin producer capacity of Byssochlamys nivea strains from ensiled alfalfa. Beltzer, M.P; Bdr, J.A.B.;
Basilico, M.Z.; Basllico, J.C.From a total of 39 samples of ensiled alfalfa 8 strains of Byssochfamys nivea, capable to
contaminate conserved forages, were obtained. The capacity of the isolated to produce patulin in Czapeck broth, enriched with
0.2% of yeast extract and 0.8% of glucose, was evaluated. The incubation was carried out at 25°C under static conditions over a
period of 14 days. The mycotoxin presence was determined by Thin Layer Chromatography (TLC) and its quantification was made
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). It was used, also, a technique of Capillary Electrophoresis (CE) for the

confirmation of the identity of the patulin.

All the isolated were producers, with an obtained maximum valued of 2234 ppm of patulin
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Introduccién

La regién central de la Provincia de Santa Fe
tiene en la produccién lechera una de las principales
actividades agropecuarias, haciendo de lamisma la
mas importante cuenca lechera del pais. En esta
zona, la actividad tambera, con sus diferentes va-
riantes productivas, ocupa el 35,5% de las empre-
sas existentes y el 40% de las ganaderas (1).

La alfalfa es la base de Ia alimentacion del ga-
nado, empledndose como pastura directa 0 como
forraje conservado (en forma de silaje o henolaje) de
los excedentes de primavera. La conservacion en
este tipo de sistemas se debe a la accién combinada
de dos factores: acidez (pH cercano a 4) y ana-
erobiosis (2,3).
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La baja tensitn de oxigeno resultante favorece la
presencia de Byssochlamys nivea, un moho
microaerofilico y termorresistente, potencial produc-
tor de patulina (4,5,6,7), una micotoxina que exhibe
propiedades antibi6ticas frente a bacterias gram (+)
y gram (-) (6,8,9,10, 11). Suimportancia en ensilados
radica en que la misma seria capaz de producir una
inhibicion de la microfiora del rumen (12). Estollevaa
pensar que la patulina afecta la funcién rumial con
alteracion de los parametros de fermentacion asi como
también en la proporcion de productos finales del
metabolismo microbiano, tales como acidos grasos
volatiles y formacidn de proteinas microbianas (13).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capa-
cidad de produccion de patulina de aislados de B.
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nivea obtenidos de alfalfa procedente de la region
central de la Provincia de Santa Fe.

Materiales y Métodos

Muestreo

Se extrajeron al azar 19 muestras de silajes y
20 de henolajes de alfalfa de ensilados en campos
ubicados en la zona de influencia de la ciudad de
Rafaela, Provincia de Santa Fe. Las mismas fueron
remitidas por la estacion Experimental Agropecuaria
Rafaela del INTA.

Para su conservacion se las mantuvo a -20°C
hasta el momento del analisis.

Aislamiento de las cepas de Byssochlamys nivea

a- Siembra por diluciones

Se pesaron 10 g de cada muestra y se transfi-
rieron a frascos conteniendo 90 mL de agua de
peptona estéril (0,1% p/v). Luego se colocaron 30
minutos en un agitador rotatorio, se sometieronaun
chogue térmico durante 15 minutos a 80°C, se reali-
zaron diluciones decimales y se distribuyeron 0,1
mL de las mismas en placas conteniendo los me-
dios Czapeck - Iprodiona - Dicloran Agar (CZID) y
Dicloran - Rosa de Bengala - Cloranfenicol Agar
(DRBC) (5).

b- Incubacion

Las placas fueron incubadas a 25°C durante 5
dias. Las colonias presuntamente correspondientes
aB. nivea se aislaron en tubos estria conteniendo los
mismos medios de cultivo, a fin de obtener colonias
puras para su identificacion.

c- Identificacién de los aislados

Se realiz6 por observacion macroscopica y
microscopica, siguiendo las pautas de Pitt y col. y
Samsony col. (5,7).

Produccién in vitro de patulina

a- Obtencidn de una suspension de esporos e
inoculacién en un medio liquido.

Los aislados de B. nivea fueron inoculados en
tubos conteniendo Papa - Dextrosa - Agar (PDA) (5) e
incubados durante 33 dias a 35°C para favorecer su
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esporulacion (14). La suspension de esporos se ob-
tuvo por arrastre superficial con una solucion estéril
de Tween 80 al 0,005% (p/v). Cada suspension fue
sonicada (Ultrasonic Cleaner Cole Parmer 8892E-
DTH, lllinois, USA) durante 1 minuto, filtrada en este-
rilidad y diluida a fin de obtener una concentracion
final de 107 esporos/mL. Posteriormente se some-
tieron a un choque térmico de 60 minutos a 70°C
(14,15). Se adicionaron 0,5 mL de cada suspensitna
frascos de 250 mL conteniendo 50 mL de caldo
Czapeck (5), adicionado con 0,2% de extracto de le-
vaduray 0,8% de glucosa (14,16) por triplicado. La
incubacion se realizd durante 14 dias a 25°C en con-
diciones estaticas.

b- Extraccion de patulina

Los cultivos fueron filtrados para obtener cal-
dos (con metabolitos secundarios) libres de micelio.
Posteriormente los caldos se deshidrataron con
Na,S0, anhidro y se procedio a la extraccion de la
micotoxina utilizando 3 porciones de 50 mL cada una
de acetato de etilo (8). Los extractos se llevaron a
sequedad en evaporador rotatorio (Blichi RE 111, CH
9230, Flawl / Schweiz, Switzerland) a 40°C y se
redisolvieron en 2 mL de solvente seleccionado para
cada técnica (acetato de etilo para el andlisis por
TLC y metanol para EC y HPLC).

Andlisis de patulina

a- Andlisis cualitativo por Cromatografia en
Capa Delgada (TLC).

Las determinaciones se llevaron a cabo de
acuerdo a Cole y Cox (17). Se utilizd un método con
desarrollo unidireccional ascendente, empleando
placas con Silicagel 60 (Cromatofolios 25 DC Aufolien
20x20 cm, Merck) como adsorbente. El sistema de
solventes empleado fue tolueno:acetato de eilo: clo-
roformo 5:4:1 {v/v/v), con un Rf de 0,58

Las placas fueron desarrolladas y llevadas a
sequedad a temperatura ambiente. Patulina fue
visualizada como una mancha marrén luego de ro-
ciar la placa con H,S0, etanélico al 25% (v/v) y ca-
lentar a 100°C durante 5 minutos. Para la confirma-
cion de la identidad de las manchas, se utilizé un
patron de Patulina (SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis,
MO, USA).
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b- Confirmaci6n de la identidad del compuesto
por Electroforesis Capilar (EC)

Se utilizé un equipo (TERMO SEPARATION PRO-
DUCTS) compuesto por un modulo inyector y una
fuente de alta tension SpectraPHORESIS 100, detec-
tor UV/VIS variable Spectra 100 y un integrador mo-
delo SP 4600.

El modo de operacion empleado fue la Elec-
troforesis Capilar Zonal (CZE) (18,19), empleando un
capilar de 75 um de didmetro. Las condiciones en
las que se llevaron a cabo las determinaciones fue-
ron las siguientes: longitud de onda de deteccidon de
276 nm, empleando como buffer 35 mM de
B,0,Na,.10H,0, pH: 8 y untiempo de migracién pro-
medio de 6,5 minutos

¢- Cuantificacion de patulina por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC)

Se trabajo con un cromatdgrafo liquido provisto
de una bomba Perkin Elmer Series 200, un detector
Perkin Elmer 785 A UV/VIS e interfase NCI 900 (PE
Nelson). Se empleé una columna de C18, fase rever-
sa, de 250 mm X 4,6 mm, 300A y 5u (Phenomenex-
Jupiter).
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La preparacion de la solucion tipo de patulina y
de las soluciones de trabajo se realiz6 a partir del
patron, de acuerdo a las pautas establecidas por
Babsky y Forbito (20).

Para lainyeccion, los extractos metandlicos se
filtraron con membranas de teflén de 0,2 .

Se empled como fase mévil una solucién acuo-
sa de acetontrilo 10mL/100mL, en condiciones
isocraticas, un flujo de TmL/min y una sensibilidad
de 0,01 a.u.f.s. Lalongitud de onda de deteccidn fue
de 276 nm.

Todos los reactivos empleados fueron de cali-
dad ACS y los solventes de calidad HPLC.

Resultados y Discusion

De las 39 muestras analizadas se obtuvieron 8
aislados identificados como Byssochlamys nivea.
La totalidad de los aislados fueron productores de
patulina, siendo el valor méximo obtenido de 2234
ppm (Tabla 1). En la figura 1 puede observarse el
cromatograma correspondiente a una cepa produc-
tora (aislado N° 2) comparado con el de la toxina
pura. Asimismo, se muestra por electroforesis capi-
lar el pico de patulina de dicho aislado.

Tabla 1: Capacidad productora de patulina «in vitro» de cepas de Byssochlamys nivea procedentes de

ensilados de alfalfa” .

Aislado Tipo de muestra Analisis Cualitativo Andlisis Cuantitativo
TLC EC (HPLC) (ppm)

1 silaje + + 636,3
2 silaje + + 17871
3 silaje + + 95,4

4 silaje + = 1381,6
5 silaje + + 530

6 henolaje + + 1002,6
7 henolaje + + 1354,7
8 henolaje + + 2234

" estudio realizado en cullivos de esporos de B. nivea, por inoculacion en caldo Czapeck enriquecido con 0.2% de extracto de
levadura y 0.8% de glucosa e incubacion a 25°C durante 14 dias en condiciones estilicas.
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Figura 1: Andlisis cualitativo y cuantitativo de patulina en ensilados de alfalfa.
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1- Cepa de B. nivea productora de patulina analizada por Electroforesis capilar.

2- Palulina SIGMA ensayada por HPLC.

3- Cepa de B. nivea productora de patulina examinada por HPLC.

Se efectud el ensayo de patrdn inlerno a los exlractos para la confirmacion de la identidad de |a micoloxina.

El medio de cultivo empleado para el estudio
de la producci6n de patulina fue seleccionado entre
otros debido a que es ampliamente utilizado en la
bibliografia (14,16,21) y permite obtener concentra-
ciones elevadas de este metabolito secundario, del
orden de las 816 ppm (15). Como se observa en la
Tabla 1, la produccién de la mayaria de los aislados
fue sensiblemente superior.

Nuestros resultados fueron coincidentes con
Escoula (21), quien constaté que en la produccion de
patulina por parte de diferentes especies fungicas
aisladas de forrajes ensilados, solo la especie B.
nivea resulta productora en el 100% de los casos. Un
estudio sobre la cinética de biosintesis (16) reveld
gue el pico maximo de concentracién de patulina
precede al maximo crecimiento del moho y coincide
con la formacidn de fialosporos.

Se considera que Unicamente las cepas alta-
mente productoras que invaden los forrajes son ca-
paces de praducir cantidades detectables de patulina
{21). Los aislados de B. nivea presentes en alfaifa
tienen una capacidad de produccion referida a la

micotoxina en cuestién que supera ampliamente los
valores estipulados en la bibliografia. Sin embargo,
se debe tener en cuenta que en presencia de una
microflora compleja como lo es la de los forrajes
conservados a campo (silajes o henolajes), la pro-
duccion de la micotoxina es irregular (22) y en gene-
ral, igual o menor a los valores obtenidos en el estu-
dio de Ia produccion in vitro, lo cual disminuiria el
riesgo.

Por otra parte, en el presente trabajo se logrd
poner a punto la determinacion cualitativa de patulina
por EC. Sin embargo, seria conveniente profundizar
en el desarrollo de esta técnica coma préctica cuan-
titativa, debido a que es considerado un método com-
plementario al HPLC, capaz de aumentar la informa-
cién obtenida de los andlisis (23).

Conclusiones

Existe en las pasturas utilizadas para la alimen-
facion del ganado vacuno de la zona centro de la
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Provincia de Santa Fe un riesgo potencial de existen-
cia de patulina, lo cual traeria aparejado una baja
absorcién de nutrientes y una disminucion de la ca-
lidad tanto de leche como de carne,
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