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Resumen

El objetivo fue aplicar un ensayo de toxicidad sobre Artemia salina para la

deteccién de metabolitos fungicos téxicos, obtenidos a partir de hongos
contaminantes de hierbas medicinales y alimentos.

Los extractos fungicos fueron clasificados, segun el porcentaje de mortalidad
hallado, como: no téxico (NT), levemente téxico (LT), téxico (T) y muy téxico
(MT). En los tipos T y MT se investigo la presencia de micotoxinas.

Seis extractos resultaron de tipo T (8,5%). Penicillium brevicompactum
Dierckx, aislado de un embutido, fue el Unico MT, debido principalmente a la
presencia de ocratoxina A y de otros dos metabolitos no identificados.
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Detection of fungal metabolites showing toxic
activity through Artemia salina bioassay

Summary

The aim of this study was to detect toxic metabolites from fungi contaminating

food and medicinal herbs by applying the toxicity assay to Artemia salina.
According to toxicity percentages, the extracts were classified as nontoxic
(NT), slightly toxic (ST), toxic (T) and highly toxic (HT). Those classified as

T and HT were assayed for mycotoxins.

Only 6 out of 71 strains were found to be T (8.5%) for A. salina.

Penicillium brevicompactum Dierckx, isolated from sausages, was found to
be HT, mainly due to the presence of ochratoxin A and two other unidentified

metabolites.
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Los hongos, crecen sobre una gran variedad de sus-
tratos, y algunos de ellos, bajo determinadas condiciones,
producen micotoxinas [13].

La aplicacién de sistemas de screening rapidos y
sencillos, tales como los bioensayos, han demostrado ser
herramientas valiosas para investigar la capacidad toxico-
génica de los metabolitos flingicos y descubrir nuevas
micotoxinas [8,22].
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Artemia salina es un crustaceo sensible a un amplio
rango de compuestos con actividad bioldgica y de muy
diversas estructuras quimicas [14]. Michael y col. [15] y
Vanhaecke y col. [21] propusieron su uso para pruebas de
toxicidad. Fue empleado por Logrieco y col. [12] en la
seleccion y caracterizacién de cepas de Fusarium produc-
toras de fusaproliferina, ha sido aplicado al estudio de
extractos de Aspergillus y Penicillium [2], y en la valora-
cién de la toxicidad de hongos entomopatdgenos [9]. Ha
sido propuesto para la bisqueda de nuevos metabolitos
toxicos [8] y para la determinacién de la concentracion
letal 50 (CLs) o del porcentaje de mortalidad que produce
una sustancia, habiéndose determinado una muy buena co-
rrelacion con las pruebas especificas de citotoxicidad [22].

El objetivo de este trabajo fue aplicar el ensayo de
toxicidad a Artemia salina para la deteccion de metaboli-
tos fingicos toxicos, obtenidos a partir de hongos contami-
nantes de hierbas medicinales y alimentos.

Se estudiaron muestras de malva (Malva silvestri),
poleo (Lippia turbinata), estigma de maiz (Zea mais), boldo
(Pneumus boldo), carqueja (Baccharis articulata), menta
(Mentha piperina), yerba mate (llex paraguayensis),
embutidos secos fermentados tipo salamin y semillas de
soja (Glycine max L. Merr.).
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Tabla 1. Distribucién de los géneros fungicos en las muestras de hierbas medicinales, soja y embutidos analizadas.

Fuente de aislamiento

Género
Menta Malva Poleo Estigma de Maiz Boldo Carqueja Yerba mate Soja Embutidos Total

Penicillium 2 1 1 4 1 2 3 3 18 35
Aspergillus 3 1 1 1 9
Fusarium 1 3 4
Alternaria 1 1 1 1 4
Cladosporium 1 2 1 4
Curvularia 1 1
Schizophyllum 1 1
Verticillium 1 1
Trichoderma 4 3 7
Micelio estéril 3 1 1 5
Total 8 6 4 11 5 8 4 6 19 71

Para el aislamiento de los hongos se aplicaron las
técnicas de Aziz et al [3], en las hierbas medicinales, Laich
y col. [11] en los embutidos y plaqueo directo en las semillas
de soja previamente desinfectadas con NaClO al 2% [17].
Se utilizé agar extracto de malta [17] para todas las cepas
fingicas, excepto con Fusarium spp., que se aislé sobre
agar papa dextrosa [17].

Todos los aislamientos obtenidos se identificaron
segun claves taxondmicas cldsicas [16,17,19].

Las cepas aisladas fueron inoculadas en medio de
arroz [4] e incubadas a 25 £ 1 °C, durante 15 dias, en os-
curidad. Se extrajeron los metabolitos fingicos y el medio
sin inocular (utilizado como blanco) con cloroformo. [4]
Los extractos fueron desecados y conservados a —20 °C.

Se aplicé el ensayo de toxicidad sobre A. salina por
triplicado con cada uno de los extractos y el blanco [7]. Se
determind el porcentaje de mortalidad de las larvas y se
calcularon los valores promedio para cada extracto y para
el blanco. En el caso de obtener larvas muertas en el
blanco, se corrigi6 del siguiente modo:

% Mortalidad corregido = % Sobrevivientes en
blanco - % Sobrevivientes en el tratamiento [5].

Los extractos flngicos se clasificaron segtin el por-
centaje de mortalidad [8]: 0-9%, no téxico (NT); 10-49 %,
levemente toxico (LT); 50-89 %, téxico (T) y 90-100%,
muy téxico (MT).

Se investigé la presencia de micotoxinas en los ex-
tractos T y MT por cromatografia en capa delgada (TLC),
utilizando placas de silicagel (Merck, cédigo 1.05554), y
las siguientes toxinas como testigos: aflatoxinas B: y B:
(AFB.-2) (Sigma, lote 36H4000), diacetoxiscirpenol (DAS)
(Sigma, lote 114H4064), nivalenol (NIV) (Sigma, lote
123H4003), deoxinivalenol (DON) (Sigma, lote 45H4020),
toxina T-2 (Sigma, lote 66H4057), citrinina (CIT) (Sigma,
lote 76H4041), y zearalenona (ZEA) (Sigma, lote
81H4077). Se utilizaron también extractos de Aspergillus
ochraceus y Fusarium proliferatum, buenos productores
de ocratoxina A (OTA) y moniliformina (MON), respecti-
vamente, como testigos de estas micotoxinas.

Las placas se desarrollaron en tolueno-etilace-
tato(90%)-acido férmico, en relacion 6:3:1 [20]. Los croma-
togramas se observaron a la luz visible y ultravioleta (254
y 365 nm), antes y después del asperjado con p-anisaldehi-
do [20], Cl:Al al 20 % y 4cido sulfurico al 20% [10], y se
determinaron los Rr de las distintas bandas halladas [10,20].

Se aislaron 71 cepas fungicas (Tabla 1). Coinciden-
temente con lo referido por otros autores, Penicillium,
Aspergillus y Trichoderma fueron los hongos mas frecuen-
temente aislados a partir de las hierbas medicinales [3], y
Penicillium en embutidos [18]. El bajo nimero de aisla-

mientos a partir de la soja podria atribuirse a la desinfec-
cién superficial de las semillas.

Sélo seis de los extractos resultaron de tipo T
(8,5%) y uno MT (1,5%) (Tabla 2). El boldo fue Ia tnica
hierba medicinal de la cual se aislaron hongos sin activi-
dad téxica. A pesar de que a partir de la menta y el estigma
de maiz se aislaron un considerable nimero de hongos,
s6lo resultaron de tipo LT el 25% y 9% respectivamente,
siendo el resto NT.

Harwig y Scott [8] analizaron 70 extractos de hon-
gos y encontraron un nimero mayor de cepas toxicas para
A. salina (38%) que en este trabajo (10%). Esto podria
deberse a que utilizaron diferentes condiciones de cultivo
y de extraccién de los metabolitos flingicos y, ademds, a
que algunas de las cepas provenian de trigo contaminado
con OTA y de alimentos implicados en patologias animales.

Tabla 2. Origen de las especies fungicas con actividad téxica frente a
Artemia salina.

Especie Fuente Toxicidad
Penicillium brevicompactum Dierckx Embutido 98% (MT)'
P. chrysogenum Thom Embutido 75% (T)?
P. commune Thom Embutido 74% (T)
Aspergillus niger Tiegh Malva 65% (T)
Fusarium chlamydosporum Wollenw.

& Reinking Soja 72% (T)

F. chlamydosporum Wollenw. & Reinking Soja 54% (T)
Trichoderma sp. Carqueja 58% (T)

" MT: muy toxico, ? T: toxico

Tabla 3. Toxicidad frente a Artemia salina del extracto total y de cada uno
de los metabolitos obtenidos de Penicillium brevicompactum aislado de
embutido.

Mortalidad (%) Grado de toxicidad

Extracto total

98 MT?
ori 5,77 NT®
A 0,00 NT
B 17,55 LT
c 76,24 T

D 0,00 NT
E 54,37 T

F 0,62 NT
G 59,35 T

Fre 0,00 NT

" Fraccion correspondiente a la linea de siembra; 2 fraccion correspondiente al frente
del solvente; * muy toxico; * toxico; ° levemente toxico; ® no téxico.
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De las toxinas investigadas, s6lo se identifico6 OTA
en el extracto de Penicillium brevicompactum Dierckx.
Este hallazgo ya ha sido publicado con anterioridad [1]. La
produccién de OTA por hongos contaminantes de embuti-
dos constituye un riesgo por los efectos téxicos que pro-
duce, especialmente a nivel renal. No obstante, no se co-
noce que el embutido sea un sustrato adecuado para la
produccién de micotoxinas [18].

Analizados los metabolitos de P. brevicompactum,
muy téxico, mediante una TLC preparativa, se obtuvieron
7 fracciones: A (R== 0,04), B (Rx = 0,17), C (R = 0,23),
D (Re=0,27), E (Rr=0,30), F (Rr=0,37) y G (Re = 0,51).

Sélo las fracciones C, E y G mostraron elevada
toxicidad frente a A. salina (Tabla 3). La toxicidad de la
fraccién G, identificada como OTA, fue concordante con
lo ya descrito para esta micotoxina (50 - 75%) [2].

Dado que P. brevicompactum Dierckx es productor
de acido micofendlico [6], se investigd su presencia utili-
zando como revelador cloruro férrico en medio dcido y en
solucion alcohdlica [6]. En ambos casos, la reaccion
resulté negativa.
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Se concluye que el 10% de las cepas estudiadas
resultaron téxicas (T y MT) para A. salina, habiendo sido
recuperadas de embutidos, soja, carqueja y malva. El
extracto de P. brevicompactum Dierckx aislado de un
embutido, fue el unico que resulté muy téxico, debido
principalmente a la presencia de OTA y de otros dos meta-
bolitos no identificados.

Nuestro agradecimiento a la Universidad Nacional
del Litoral por haber subsidiado el trabajo

(Subsidio CAID’2000), y al Dr. Arturo Simonetta y

a la Lic. Karen Russell-White (Facultad de Ingenieria
Quimica, UNL) por el suministro de los testigos
moniliformina y zearalenona.

1. Abarca ML, Bragulat MR, Castella G, 10. Kamimura H, Nishijima M, Yasuda K, 17. Pitt JI, Hocking AD. Fungi and Food
Accensi F, Cabafies FJ. Hongos Saito K, Ibe A, Nagayama T, Ushiyama H, spoilage. Maryland, Aspen Publishers
productores de micotoxinas emergentes. Naoi Y. Simultaneous detection of several Inc., 1999.

Rev Iberoam Micol 2000; 17: 63-68. Fusarium mycotoxins in cereals, grains, 18. Pose G, Ludemann V, Pollio MA,

Segura J. Micoflora autéctona de la
superficie de embutidos secos

potential of some Aspergillus, Penicillium 11. Laich F, Fierro F, Cardoza RE, Martin JF. fermentados. La Industria Carnica
and Fusarium isolates found on corn Organization of the Gene Cluster for Latinoamericana 2003; 129: 28-31.
grains and sunflower seeds in Egypt. Biosynthesis of Penicillin in Penicillium 19. Raper K, Fenell D. The genus Aspergillus.

Baltimore, Williams and Wilkins Co, 1965.

20. Scott PM, Lawrence JW, van Walbeek W.
Detection of mycotoxins by thin-layer-
chromatography: Application to screening
of fungal extracts. Appl Microbiol 1970;
20: 839-842.

Sorgeloos P. Proposal for a short-term
toxicity test with Artemia nauplii.
Ecotoxicol Environ Saf 1981; 5: 382-387.

22. Wiijnands LM, van Leusden FM.
An overview of adverse health effects
caused by micotoxins and bioassays for
their detection. Bilthoven, National
Institute of Public Health and the
Environment, 2000.




