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Inhibicién de A. ﬂavus yA. parasi!:cu.s por plantas de! género Agave Resumen

RESUMEN

La presencia de micotoxinas en alimentos representa un peligro para la salud, ya
que pueden causar diferentes enfermedades en humanos y animales. Dentro de los
hongos productores de toxinas se encuentran A. flavus y A. parasiticus. Estos hongos
frecuentemente contaminan diferentes granos y cereales, entre ellos el matz.
Diferentes especies de Aspergillus producen las aflatoxinas, a las cuales se les considera
como el compuesto carcinogénico més potente que ocurre naturalmente. Ademas, se
ha comprobado que A. flavus produce una toxina caracterizada quimicamante como
acido ciclopiazonico, la cual aunque no se le considera carcinogénica, puede causar
necrosis y alteraciones histopatologicas.

Existen algunos compuestos que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
y/o la produccion de toxinas por A. flavus y A. parasiticus, sin embargo, dichos
compuestos presentan caracteristicas inadecuadas para su uso, como baja actividad,
toxicidad, modificacion de las propiedades organolépticas del producto, costo elevado,
etc., por lo que resultaria de gran importancia la busqueda de alternativas mis efectivas
contra el crecimiento de estos hongos y/o contra la produccion de sus toxinas en
alimentos, a fin de que no sean un riesgo para la salud humana ni afecten la calidad del
producto terminado.

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron los extractos acuosos y
alcohdlicos de las plantas Agave asperrima y A. striata, para evaluar su efecto a diferentes
concentraciones para obtener 25, 50 y 75% de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) sobre el crecimiento, la produccion de aflatoxinas y icido ciclopiazénico, en las
cepas 1273, 1299 y 1059 de Aspergillus flavus y 148 y Su-I de A. parasiticus. El analisis de
aflatoxinas se realizo mediante la Cromatografia Liquida de Alta resolucion (HPLC) y 1a
cuantificacion del dcido ciclopiazonico (CPA) se realizd mediante medicion
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Inhibicién de A. flavus y A. parasiticus por plantas del género Agave Resumen
-— — eSS

espectrofotométrica (580 nm), basada en la reaccion colorimétrica con el reactivo de
Erlich.

Los resultados in vitro obtenidos en medio liquido (A & M) indicaron que el
extracto metanolico de la inflorescencia de A. asperrima presentd mayor efecto
inhibitorio del crecimiento de los hongos analizados, con una CMlI de 0.5 2 2.0 mg/ml
en las cepas probadas. En el caso de la inflorescencia de A. striata, se presentaron
valores de CMI (1.0 a 2.0 mg/ml) ligeramente mayores al extracto de A. asperrima.
Cuando analizamos los extractos de los escapos de ambas especies de agaves
encontramos que las CMI fueron de 15 a 30 mg/ml por lo tanto mostraron una menor
actividad inhibitoria.

Las CMI obtenidas en condiciones simuladas de almacén (maiz) fueron mucho
mayores que las observadas in vitro. En el caso del extracto de la inflorescencia de 4.
asperrima encontramos que la CMI vari6 de 33 a 42 mg/ml. Para el caso de la
inflorescencia de 4. striata la CMI vario de 40 a 45 mg/ml. No se determiné la CMI de
los extractos metanolicos de los escapos de ambas especies de Agaves debido a que
fueron muy altas, alcanzando niveles superiores a los 60 mg/ml.

Con respecto al efecto de los extractos sobre la produccion de toxinas se
encontraron reducciones significativas (p=0.05) en la sintesis de aflatoxinas al agregar
el 50% de la CMI. Al igual que con la sintesis de aflatoxinas, la produccion de acido
ciclopiazonico disminuy6 significativamente (p=0.05) al utilizar el 50 y 75% de la
CMIL.

2
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Las micotoxinas son substancias producidas por hongos filamentosos, las cuales

pueden ser toxicas o tener efectos adversos en los organismos que las consumen
incluyendo hombres y animales (Edelefsen, M., & al, 2002). En afios recientes, se le ha
dado especial atencion a las aflatoxinas las cuales son producidas por especies de
Aspergillus, entre ellas A. flavus y A. parasiticus (Duncan, H.E., & dl, 1997; Jarvis, B.,
1971; Woloshuk, C.P., et al, 1996), debido a que existe suficiente evidencia de su alta
toxicidad y su potencial carcinogénico en los organismos que las consumen (IARC 57).
Aunque los efectos de las aflatoxinas varian de acuerdo a la dosis, exposicion y estatus
nutricional del individuo, estas toxinas pueden ser letales cuando son consumidas en
grandes dosis (Edelefsen, M., e al, 2002). Se ha encontrado que las aflatoxinas pueden
producir transformaciones carcinogénicas, ademas pueden provocar toxicidad aguda y
cronica, produciendo dafio al higado (cirrosis), induccién tumoral y teratogénesis.
Ademds, se ha reportado que pueden causar mortalidad o reducir la productividad en
animales de granja (Cotty, P., e al, 1994; Guo, B.Z., 1994; Galvano, F.A., 1995).

La contaminacion de alimentos agricolas por hongos constituye un problema a
nivel mundial. (Guo, B.Z., 1994; Pefia D.S., 1990; Chu F.S., 1991). Los hongos
pueden invadir los alimentos desde el campo o en el almacén. Durante la cosecha, el
almacenamiento o en el mercadeo, hasta en su destino final, los granos y semillas estan
expuestos a sufrir dafios fisicos, por ejemplo, granos quebrados que faverecen las
actividades de los bongos (Singh, H.N.P., 1993; Paster, N.M., et al, 1995). Ademis las
deficiencias en el transporte de grandes volimenes que permanecen mas tiempo en las

zonas de produccion y en ambientes himedos que es donde se presentan las
condiciones adecuadas para el desarrollo del hongo provocando una disminucion de la
calidad nutritiva y organoléptica en los alimentos invadidos (Peia, D.S., 1990).




ndCA. " DAT S

Por su parte el 4cido ciclopiazonico (CPA), es una toxina que aunque no se le
considera carcinogénica, puede causar alteraciones histopatologicas como lesiones en el
higado, rifion, péncreas, bazo y corazon, en animales de laboratorio (Lansden, J.A.,
1984). Ademas, puede originar perdida de peso y aumento en la cantidad de colesterol,
amilasa y lipasa sérica si se consume en cantidades subletales (Ggaleni, N., & al.,
1997). Se tienen reportes de la presencia de CPA en una gran variedad de productos
como cacahuates, semillas de girasol, trigo, mijo, arroz, y ademis en diferentes tipos
de queso y en sus derivados (Landsen, J.A. & al.,1983, Balanchadran, C., & al.,1995).

La combinacién de micotoxinas tiene un impacto negativo aim mayor sobre la
salud y la productividad en los animales domeésticos y las aves en comparacin a los
efectos de una sola micotoxina.

Por lo tanto, todo alimento que se encuentre contaminado con estas toxinas,
puede ser inhabilitado para su consumo. Esto ha originado que se produzcan cuantiosas
pérdidas economicas ya que estos hongos estin ampliamente distribuidos en la
naturaleza y frecuentemente invaden productos alimenticios, como el maiz, almendras,
pistachos, cacahuate, higo, semilla de girasol y otros granos (Dorner, ].W. et al., 1984;
Trial, F.N., e al., 1995; Hesseltine, C.W., et al., 1996; Ggaleni, N., & dl., 1997;
Farr, D.F., et al., 1989).

Para tratar de eliminar este tipo de micotoxinas, desde hace tiempo se han
desarrollado métodos de detoxificacion de los alimentos contaminados. Sin embargo, 2
pesar de los numerosos métodos que se han probado, ninguno es totalmente eficaz sin
dafiar las caracteristicas organolépticas de los alimentos tratados (Galvano, F., e dl.,
1995; Piva, G., 1995). Una alternativa que ultimamente ha sido considerada es la de
utilizar compuestos de origen vegetal, que tengan la habilidad de inhibir el crecimiento
del hongo y/o la produccién de sus toxinas (March,C 1., 1991; Gould, G.W., 1995).

El territorio Mexicano cuenta con una de las mayores diversidades vegetales a
nivel mundial. Por lo que aprovechando esta riqueza floristica, en este trabajo, nos




hemos dado a la tarea de analizar la actividad de Agavaceas del noreste de la Repiblica
Mexicana, sobre la inhibicion del crecimiento de A. flavus y de A. parasiticas y/o de la

produccion sus principales toxinas.




La contaminacion de alimentos agricolas con hongos filamentosos es un
problema mundial, ya que estos pueden invadir los productos desde el campo o en
el almacén (Peiia, S.D.B., 2001), ademas son capaces de sobrevivir en el suelo o en
plantas muertas hasta la siguiente temporada de siembra (Vincelli, P., & al, 1996,
Duncan, H.E., & al, 1997) y cuando se presentan condiciones apropiadas para su
crecimiento, son capaces de producir micotoxinas (El Margay, S.5.M., 1995).

Estas micotoxinas son metabolitos que pueden producir daiios en la salud del
hombre y de los animales que las consumen (Ellis, W. O., et d., 1991), y se
pueden encontrar en granos y cereales (Miller, ].D., 1996). Por lo que resulta
obvio que si se previene el crecimiento de estos hongos, se puede prevenir
subsecuentemente la contaminacién con estas toxinas.

Muchas de estas toxinas presentan propiedades carcinogenicas, nefrotoxicas,
hepatotoxicas, mutagénicas y citotoxicas; pudiendo afectar muchos organos y
tejidos, siendo los mas afectados el higado, rinion, sistema mervioso, endocrino e
inmune (Jarvis, B., 1971).

En afios recientes se ha dado especial atencion a las aflatoxinas, (Duncan,
H.E., e al., 1997) las cuales son micotoxinas producidas por especies del genero
Aspergillus (Guo, B.Z., 1994; Foster, P.L. et. al.,, 2001; Vincelli,P., e al., 1996).
Quiza esto sea debido, a que se ha demostrado su alta toxicidad (Guo, B.Z., 1994;
Pefia D.S., 1990; Chu F.S., 1991). A la fecha se tienen grandes avances en el
conocimiento de sus efectos biologicos sobre los organismos (Foster, P.L., 2001;
Hsu, 1.C., 1991).

La presencia de estas toxinas representa un riesgo para la salud y también
causa severas pérdidas economicas. De hecho Nichols, et al, en 1983 estimaron que
las pérdidas por la presenda de aflatoxinas fueron por més de 4,000,000 de dolares

en tres anos, solamente en el sureste de los Estados Unidos de Norteamérica.

6
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Inhibicién de A. flavus y A. parasiticus por plantas del género Agave Antecedentes
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HISTORIA DE LAS AFLATOXINAS

Las aflatoxinas (cuyo nombre proviene de: Aspergilhus flavus toxinas) son un

grupo de metabolitos toxicos que son producidos por ciertas cepas de los hongos A.

flavus y A. parasitias, (Ellis, W.O., & al., 1991, Trial, F., & al., 1995; Goldbatt,
L.A., 1969; Foster, P.L., 2001) sin embargo, se tienen reportes de que A. nomius,
es también capaz de producirlas, pero en menor cantidad (Ellis, W.O., & al., 1991;
Gourama, H., 1995).

Uno de los primeros reportes acerca de esta micotoxina s¢ presento en
Inglaterra en 1960 (Zaika, L.L. & al., 1987), cuando mis de 100,000 pavos
murieron aparentemente de una nueva enfermedad a la que se le demomino
“enfermedad X del pavo® (Ellis, W.O., e al., 1991 ; Holcomb, M., & dl., 1995).
Pronto se encontr6 que esta enfermedad no era exclusiva de pavos ya que también
fueron afectados patos y faisanes (Goldbatt, Z.A., 1969; Eaton. D.L., 1994). Un
cuidadoso andlisis de este brote mostré que estaba asociado con el consumo de
harina de cacahuate “toxica” que era utilizada como fuente de proteina. A finales de
1960 se especulaba que la naturaleza de esta toxicidad podria ser debida a a
presencia de toxinas de origen fiingico (Goldbatt, Z.A., 1969; Fineley, J.W.,
1992). En 1961, las toxinas fueron aisladas del alimento relacionado com la
enfermedad X de los pavos mediante cromatografia en papel (Sergeant, K., et al.,
1961; Hartley, R.D., et al., 1961) y posteriormente por cromatografia en capa fina
{Nesbitt, B.F., et al., 1963). Esta substancia se encontraba en altas concentraciones
en granos que eran utilizados como alimento de las aves mencionadas anteriormente
(Goldbatt, L.A., 1969).

Para 1961, el hongo responsable fue identificado como A. flaves, y ala toxina
detectada se le dio el nombre de aflatoxina (Goldbatt, L.A.,1969). Afios mas tarde,
Asao, T. a al, (1965) encontraron que existian 4 principales tipos de aflatoxinas y
determinaron la estructura quimica de las aflatoxinas B, y G,. Posteriormente
descubrieron que las AF B, y G, son dihidro-derivados de las primeras.

7
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En 1970, Lillehoj, E.B., demostro que las dllatoxinas tenian capacidad toxica
y carcinogenica en animales de laboratorio. De la misma manera en 1972, Shank,

R.C., & dl, indicaron que en dertas partes del mundo estas toxinas podian estar
involucradas en la produccion de cancer de higado en humanos.

En 1972, Butler, W.H., e al, alimentaron ratas con 5 ppm de aflatoxinas
durante 6 semanas, encontrando después de este periodo, miltiples focos de células
carcinogénicas.

En 1979, Groopman, ].D., et al, demostré que la aflatoxina B, era uno de los
més potentes agentes carcinogénicos que ocurrian naturalmente, al demostrar que
causaba dafio hepitico en la mayoria de especies de animales experimentales.
Después, en 1985, Coulombe, e al, establecieron que las aflatoxinas producidas por
cepas de A. flons y de A parasitias eran consideradas los compuestos mas
carcinogénicos, mutagenicos y teratogémicos encontrados naturalmente en
alimentos. Wogan, en 1992, hizo referencia a dos grandes factores de riesgo para
contraer carcinoma hepatocelular, el virus de la hepatitis B y el consumo de
aflatoxinas. Wismiewski, &t al, en 1992 sugirieron la urgencia de desarrollar nuevos
métodos que fueran mis efectivos para el control de enfermedades post-cosecha.
Para 1993, muchos paises habian introducido legislaciones para controlar el nivel de

aflatoxinas en los alimentos.

FACTORES QUuE FAVORECEN LA INFECCION POR EL HONGO

Para complicar més esto, los hongos pueden infectar granos de maiz que no
estin dafiados fisicamente, si la planta se encuentra estresada. los factores mas
comunes de estrés, son por substancias quimicas y por altas temperaturas (Jones,
RK., 1980; Payne, G.A., 1986; Widstrom, N.W., & al., 1990). De la misma
forma Holmgquist, et al, (1983) mencionaron que la incidencia y severidad de la
contaminacion con aflatoxinas, era altamente dependicnte de las condiciones del

medio ambiente. Se sabe que las mas altas tasas de contaminacion con estas toxinas,
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sc ha dado en temporadas con temperaturas normalmente por arriba del promedio,
y por debajo del promedio de lluvias (Jones, R.K., et al., 1981).

Otros factores que pucden incrementar el riesgo de contaminacién con
aflatoxinas incluyen deficiencia de nitrogeno, poblaciones excesivas de plantas y
desarrollo pobre de raices (Hamilton, P.B., 1971).

También se ha observado que otros medios de infeccidn son mediados por
dafios causados por aves o insectos, los cuales proveen el sitio de infeccion, que son
facilmente colonizados por los hongos (Duncan, H.E., et al., 1997; Lee, L.S., et al.,
1980; McMillan, W.W., & al., 1985). Sin embargo, Anderson (1996) menciono
que el dafio por insectos, no era un factor importante en la infeccion de A. flavus,
pero que ciertamente esta involucrados en la dispersion del hongo. Esto lo confirmo
Payne, en 1992, quien mencion6 que también podrian existir granos infectados, sin
necesidad de presentar dafios producidos por insectos.

EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS AFEATOXINAS

La aflatoxina mas comin es la aflatoxina B,, de la cual se tiene sufidente
evidencia para catalogarla como un potente carcinogénico en bumanos (Foster,
P.L., 1983; Chu, F.S., 1991). Se ha observado que existe una correlacion entre el
nivel de contaminacion con aflatoxinas y la incidencia de céncer hepatocelular, en
Uganda, Suecia, Tailandia y Kenia (IARC, 1982). Correlaciones similares entre el
consumo de aflatoxinas y la muerte por cincer hepatocelular también se han
reportado en diferentes paises de Africa y Asia (IARC 1987). En el sureste de los
Estados Unidos, donde existe un promedio mayor de contaminacion con aflatoxinas
que en el resto de ese pais, se tiene estimado que existe un incremento del 10% en
céncer hepatoceular. Sin embargo, ademds de cincer hepético se ha comprobado
que las aflatoxinas pueden causar otro tipo de neoplasias. En relacion con esto
Butler, en 1977 administré oralmente a ratas, harina de cacahuate contaminada con
aflatoxinas y se demostr6 que se producia hepatocarcinoma, carcinoma estomacal,

adenocarcinoma del colon y tumores en rifiones. También se establecid que la
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administracién de dosit bajas de aflatoxinas en la dieta, inducia carcinomas en
hamster. Igualmente se ha establecido que en ¢l mono Rhesus causa carcinoma

hepatocelular (IARC 1987).
Cuando la via de administracion de las aflatoxinas fue intragistrica se

producian nodulos neoplisicos en el higado de ratas (IARC,

1976).

Intraperitonealmente inducian diversos tumores en ratas no natas y en sus madres
(TARC, 1982). En ratones se indujeron tumores pulmonares si se administran por

carcinogen hst.hitml). Ademds se ha demostrado que por via subcutinea, las
aflatoxinas inducen sarcomas en ratones y ratas (U.S. F.D.A. 2000).

Los efectos biologicos se ban subdividido en las siguientes categorias:

Toxicidad Patologias Asociadas Mecanismo de Accién
Carcinogénesis | Cancer de higado, colon y { El intermediario 2,3-epoxy-AFB, se
rifion en animales une al ADN causando alteraciones
en la transcripcion,
Mutagénesis | Mutaciones por insercion de | -Formacion  de  2,3-epoxy-AFB,
nudeotidos erroneos. proliferacion celular anormal.
- Inhibicion de Ja DNA polimerasa.
Teratogénesis Malformaciones -Efecto  teratogenico en las
primeras etapas de la gestacion.
Hepatotoxicidad Toxicidad a células En la degradacion se forman
hepaticas. intermediarios toxicos como: 2,3-
Causa ligado pdlido, | cpoxy-AFB
necrosis y hemorragia.
Aflatoxicosis Muerte, necrosis, enteritis | Envenenamiento por consumo de
hemorrigica (casualmente), | alimentos  contaminado  con
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reduccion de crecimiento, | Aflatoxinas induyendo hemorragia,
reducci6n reproductiva, | daiio al higado, edema, etc.

inmunosupresion.

* Hocking, A. D.1997; Ellis, W. O. et al.1991; Gradelet, & al. 1997.

Acpio CicroriazonIco (CPA)

Por su parte, el iido cidopiazonico (CPA), es un compuesto toxico icido
indol-tetramérico, el cual fue primeramente aislado de cultivos de Penicillium
gyclopium en 1968 por Holzapfel. Ahora se sabe que esta toxina puede ser producida
por una diversidad de especies de hongos, los cuales induyen a A. flavus, A. otyzae, A.
versicolor y A. tamarii (Dorner, | W., et al., 1984; Obmomo, S., & al., 1973). En
1977 Leistner, e al demostraron la presencia de esta toxina en carnes, jamon,
salchichon y salchichas. Para 1978 Gallagher, & al, reportarian d CPA como un
contaminante comim en maiz. También en 1978 se reportd que 28 de 54 cepas
aisladas de A. flanus, producian ambas toxinas, 2 cepas producen CPA y AFL’s
contra 18 cepas que solo produdian aflatoxinas.

Se tienen reportes de la presencia de esta CPA en una gran variedad de
productos como cacahuates, semillas de girasol, trigo, mijo, arroz, y ademis en
diferentes tipos de queso y en sus derivados (Landsen, J.A., & al, 1983,
Balanchadran, C.,  al., 1995).

EreCTOS B1010GICOS DEL CPA

La toxicidad del CPA en animales de laboratorio varia de acuerdo a la especie
(Jaskiewicz, K., et al., 1988). Purchase, en 1971, estudié los efectos de la
administracién oral e intraperitoneal de esta toxina en ratas, encontrando lesiones

degenerativas y necrosis en higado, baso, pancreas, rifion, miocardio, glandulas

salivales y musculo esquelético, asi como cambios degenerativos en algunos otros
organos como el aumento de tamaiio de niadeo en ctlulas de los conductos biliares.




En 1978 Gallagher, & al, mencionaron que el CPA formaba complejos con
cationes metalicos lo cval podria ser un factor importante para su toxicidad in rivo.
Por su parte en 1984 Rensburg, administré oralmente diferentes dosis de CPA en
ratas, demostrando que esta toxina inducia cambios degenerativos en el miocardio y
en algunos otros organos se presentd un agrandamiento del niicleo de las células,
que resultaba en necrosis de los mismos. Morrisey, e al, (1984) determinaron el
efecto potencial del CPA en ratas prefiadas y en el desarrollo fetal, determinando
que las ratas que monan antes de conduir el experimento mostraban lesiones en
higado, bazo, rifiones y otros organos, mientras que en ratas no natas encontraron
un retardo en la osificacion del centro cervical y las vértebras candales. También en
1984 Lomax, et al, encontraron que los principales drganos blanco en cerdos eran el
tracto gastrointestinal y los rifiones. De igual forma Nuehring, et al, un afio mds
tarde, reporto efectos similares en los mismos 6rganos pero en perros.

En 1985 Nishe, encontré que el CPA presentaba muchas propiedades
farmacologicas parecidas a las drogas antipsicoticas, demostrando gue en ciertas
dosis producian temblores, pérdida de reflejos, catalepsia, hipotermia, dispnea,
entre otras y si la dosis era incrementada los ratones morian por presentar dianosis y
convulsiones. En 1985 Morrisey, mencioné que la incidencia de CPA, representaba
un problema potendal, ya que la toxina es producida por A. flavus que es uno de los
principales constituyentes de la microflora de varios productos alimenticios.
Tambien en 1985, Rao, e al reportaron que la ingesta de CPA estaba involucrado
en el envenamiento “kodua” que se ha presentado en humanos.

Sin embargo, Khera, & af en 1985 y Morrisey, en 1984, mencionaron que
pese a sus efectos toxicos, el potencial teratogénico del CPA es muy bajo. Ademas
Jaskeiwicz, et al (1988), mencionaron que esta toxina mostré baja toxicidad en
primates, ocasionando solo cambios moderados en higado, reticulo endoplasmico
rugoso y corazon. Sin embargo un reporte en ese mismo afio (1988) por Cullen, &
al, demostré una alta toxicidad del CPA en pollos. En 1989 Kenneth, & df, no
reportaron mortalidad en ratas con las dosis utilizadas, solamente reportaron
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concentracioncs incrementadas de creatinina (9 a 13 veces) y algo de daiio en el
higado; por su parte Petr, &t al, (1997), describieron una aceleracion en la meiosis
de oocitos de cerdo, provocados por estas toxins, lo que podria traer como

consecuencia transformaciones celulares.

EFECTO ANTIRINGICO DE EXTRACTOS DE PLANTAS

Las plantas son una fuente importante de nuevos productos naturales
(Cowan, M.M., 1999) ya que se ha reportado que una gran cantidad de compuestos
extraidos de plantas tienen la habilidad de inhibir microorganismos (March, C.L,
1991; Aderiye, B.L, et al, 1996). De hecho Gould, G.W., (1995) hizo mencién de
que existian reportes de mas de 1340 plantas que contenian compuestos, con
actividad contra una amplia variedad de bacterias, levaduras y hongos. Las
propiedades antimicrobianas de muchas plantas se han conocido y usado desde hace
mucho tiempo., Recientemente estos compuestos naturales ban tomado un gran
auge, debido a la tendencia de wsar productos maturales, eliminando substancias
quimicas anteriormente utilizadas para la preservacion de alimentos (March, C.L.,
1991; Conner, D.E., 1993).

Bullerman, et al (1977) demostraron que los aceites esenciales de la canela y
del davo (aldehido cinimico y eugenol, respectivamente) podian tener efecto
inhibitorio contra el crecimiento de A. parasitiaus y la produccion de aflatoxinas.
Tiempo después (1980) Hitokoto, probd 29 especias en polvo, demostrando que
algunas de ellas también tenian efecto imhibitorio sobre el crecimiento y la
produccion de toxinas de tres especies de Aspergillus, entre ellas A. flavus. En 1984,
Shelef, y en 1989 Beuchat, & al, analizaron extractos de plantas, comanmente
utilizadas como agentes saborizantes y preservativos, para inhibir el crecimiento
fimgico. Demostraron que algunas de estas, efectivamente, inhibian e crecimiento
de los mismos.

Mabrouk, et al en 1980 probaron el efecto de la pimienta negra, canela,
menta, comino, jengibre y clavo sobre el crecimiento y la produccion de aflatoxinas
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por A. flavas encontrando que el dlavo inhibid por completo el crecimiento micelial
y la produccion de aflatoxinas a una concentracion del 0.1%; por su parte, el
extracto de comino y menta inhibieron la sintesis de aflatoxinas al 5 y 10%
respectivamente. La pimienta negra y las hojas de jengibre a una concentracion del
10% inhibieron completamente la formacion de aflatoxinas. Los autores, hiceron
hincapié que altas concentraciones de estos extractos estimularon el crecimiento
micelial.

Buchanan, et al, en 1981 demostraron que el timol (aceite esencial de
tomillo) a concentraciones superiores de 500 pg/ml tenia la capacidad de inhibir
completamente el crecimiento de A. parasiticus, mientras que a concentraciones mas
bajas producia una inhibicon transitoria del crecimiento. En ese estudio la
inhibicion de la produccon de aflatoxinas se di6 a un grado menor que d
crecimiento.

Continuando con la busqueda de substancias antifungicas, de origen natural,
en 1985, Gueldner, R.C., et al, encontraron que en la espiga del maiz se
encontraban naturalmente compuestos volitiles, los cuales podian imhibir el
crecimiento de A. flavus. Dos aiios mas tarde, Farag, & al, determinaron los
compuestos activos y su actividad contra A. parasiticus, de los aceites esenciales de
tomillo, comimo, davo, alcaravea, romero y salvia. Ellos encontraron que los
principales compuestos activos fueron timol, aldehido cindmico, eugenol, carvone,
borneol y tujone. Una caracteristica importante fue que todos los compuestos
activos presentaron efecto inhibitorio tanto contra el crecimiento como contra la
sintesis de aflatoxinas. Ellos determinaron que la efectivided mayor fue mostrada
por el tomillo, luego el comino, clavo, alcaravea, romero y el menos efectivo fue la
salvia.

En 1988 Paster, & al demostraron que extractos etanolicos del olivo a
concentraciones de 0.5 y 1% inhibieron la produccién de aflatoxinas sin inhibir el
crecimiento fangico. También en este afio Yin, et al encontraron efectos inhibitorios

sobre A. flavus al utilizar extractos acuosos de 7 plantas de la Republica de Taiwan.
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En 1989 Onawunmi, mencion6 que el accite del zacate limén mostrd buena
actividad en contra del creacimiento de especics del genero Aspergillus, y um efecto
semejante fue reportado por Mishra, e al, en 1990 a analizar los extractos de hojas
de 15 especias de plantas. En este estudio se encontrd que las bojas de Promus persice
inhibio completamente el crecimiento de A. flavas y ademas se 2islo La fraccion activa
del aceite esencial.

Balaacs, (1991) encontré que el aceite esencial de la semilla de comino
presentd actividad in vitzo en contra de A. flavus, y en otro trabajo similar, March,
(1991), probd la actividad antimicrobiana de 22 espedies de plantas contra 6 cepas
bacterianas y 9 fimgicas que cominmente contaminaban alimentos y cultivos. Se
encontrd en algnnas de ellas efecto fungicida y bactericida contra algunos de los
microorganismos probados, induyendo A. parasiticus. Otros investigadores, en 1993
probaron 11 extractos acuosos de plantas medicinales contra § cepas fingicas, entre
ellas A. flavus, encontrando que los extractos de Azadirachta indica y Ocimum sancium,
detuvieron el crecimiento flingico en comparacion con el control. Ellos sugirieron
que este efecto inhibitorio se debia a la presencia de compuestos como terpenos,
aceites esendales, dertos alcaloides, esteroides, gomas, resinas y fenoles (Singh,
M., et al,1993).

En 1992 Balaacs, encontro que el aceite esencial de Cinomommum cagemphora
inhibia el crecimiento de A. flavus a una concentracion de 4% p/v y menciond que
era tan potente como algunos conservadores sintéticos

En 1992 Bilgrami, et af demostraron a eficacia de la cebolla y ajo, asi como
del eugenol, para inhibir €] crecimiento de hongos aflatoxigénicos en medio liquido
Y en granos de maiz. Ellos encontraron gue el ajo tuvo un mayor efecto inhibitorio
del crecimiento, en tanto que la cebolla fue 1a que presents inhibicion de la sintesis
de aflatoxinas. Por su parte el eugenol fue el mds efectivo en mhibir la produccion
de aflatoxinas en mafz.

Estos resultados coincidieron con lo encontrado por Balaacs, quién en 1993,
encontrd que el cumaldheido, principal constituyente de la semilla de comino,
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actuo como fungitoxico en contra de A. flavus. En este mismo aiio tambi¢n encontro
que el zacate limo6n inhibi6 &l crecimiento de A. parasiticus.

Patkar, ¢ al, en 1993 determinaron el efecto sobre el crecimiento y la
produccion de aflatoxinas por los aceites esenciales de canela, clavo, almendra y
cardamomo. Se encontré que la canela inhibia tanto el crecimiento como la sintesis
de aflatoxinas, en tanto que la almendra y el cardamomo solo afectaron el
crecimiento. Sin embargo, observaron que a bajas concentraciones, estos ultimos
aceites estimulaban la produccion de aflatoxinas. Ellos finalmente sugirieron que los
compuestos activos de la canela y del clavo pudieran considerarse para ser utilizados
potencialmente como preservativos de granos.

Estos resultados también concordaron con trabajos realizados por Sinha, e
al, (1993), donde probaron diferentes concentraciones del aceite esencial de canela,
y se observd que a concentraciones superiores a 100 pg/ml se obtenia una
reduccion significativa de crecimiento de A. flavus y de la produccién de sus toxinas,
En este mismo aiio Caceres, e ol evaluaron el efecto de extractos etanolicos de 7
plantas americanas en contra de hongos patogenicos, entre ellos A. flavus,
confirmando que la mayor actividad antifimgica se encontraba en las hojas y en los
tallos de las plantas analizadas. Tiempo despues, Alade, & al (1993) realizaron
extractos acuosos, etanolicos, cloroformicos y hexanicos de las hojas de Acalypha
wilkesiana, las cuales mostraron actividad inhibitoria del crecimiento de A
parasiticus, encontrando que las CMI variaron de 0.25 a 32 mg/ml.

Otros investigadores continuaron probando plantas, tal como McCutcheon,
et al, (1994), quienes analizaron 100 extractos de plantas y encontraron que 81
presentaron alguna actividad antifingica contra 9 especies de hongos, induyendo A.
Jflavus. En ese mismo aiio Prasad, et al, demostraron que el extracto de hojas de
Amorphophallus  campanulatus (OL), tenia un efecto inhibitorio tanto em el
crecimiento como en la sintesis de aflatoxinas, por A. flovus. Ademis determinaron

que a una concentracion de 3 mg/ml se inhibia completamente la sintesis de

16
Facultad de Ciencias Bulogicas, UANL. 2002 QB Eduardo Sinchez Garria



aflatoxinas y el crecimiento del hongo se reducia considerablemente a partir de una

concentracion de 4.5 mg/ml.

Mahmoud, (1994) prob6 el efecto de 20 aceites esenciales sobre e
crecimiento de A. floves y la produccion de aflatoxinas, encontrando que a
concentraciones de 200 a 500 ppm se presentd una reduccén significativa del
crecimiento fingjco y de la sintesis de aflatoxinas. También en ese afio Mishra,
encontrd que los aceites esenciales de Cymbopogon citratus presentaron actividad
fungicida contra A. flarus a una concentracion de 1000 ppm mendionando que esa
actividad permanecia inalterada después de 7 meses de almacenaje.

Cuando Kandil, (1994) estudié a la planta Thymus capitatus, se establecio que
el efecto inhibitorio del crecimiento de especies de Aspergillus obteniendo que fue
debido a saponinas, resinas, flavonoides, aceites esenciales y aceites fijos presentes
en esta planta. Otra planta probada por Masood, et al, (1994) mostré eficiencia
contra estos hongos. Ellos establecieron que la actividad mostrada por Capsiam
annum se debio a la capsantina y a la capsaicina. También demostraron que la
primera inhibia completamente el crecimiento y la produccion de aflatoxinas de 4.
parasiticus a concentraciones que iban de 0.2 a 1.0 mg/ml. Sin embargo, este efecto
se redujo a los 10 dias de crecimiento. Cuando se estudio a la capsaicina también se
encontré efecto inhibitorio solo que fue menor que el observado por el otro
compuesto.

Otro investigador que estudio extractos de especias fue el de El-Maraghy,
5.5.M., (1995), quien demostraro que algunas de ellas poseian compuestos
antimicrobianos, sugiriendo su posible utilizacion como conservadores ya que con
algunas plantas ellos observaron una inhibicion total de la sintesis de aflatoxinas.
Paster, &¢ a! en e mismo afio determinaron las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) del crecimiento de A. flavus con los aceites esenciales de orégano
y de tomillo. En ese estudio, el aceite esencial de tomillo fue el menos eficiente.

En 1996 Saxena, & al probaron compuestos aislados del aceite esencial de
Nepera leucophylla encontrando actividad inhibitoria del crecimiento de A. flavis. En
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este mismo aiio Awuah, et al, demostraron la efectividad de los extractos de Xylopia
aethiopica, Monodera myristica, Cinnomomwrm yeum y C. pipemnigrum, los cuales
permitieron el arecimiento fungico pero suprimieron completamente ka expresion
del gen NOR, el cual es un regulador de la sintesis de aflatoxinas, en medio papa
dextrosa agar.

Por otro lado, Kirmizigil, (1996), demostrd que extractos metanolicos de
las flores de Cephalaria tzanssylvanica inhibian tanto a bacterias como a hongos, entre
estos a A. parasitiaus. También en ese afio Aderiye, identifich cuatro compuestos
diferentes extraidos de la cascara de camote (Dioscoren alata) con actividad
antifiingica, estos compuestos se caracterizaron como f-sitosterol. En este mismo
afio Mallozzi, et al, encontraron una fuerte inhibicion de la aflatoxina B1 al utilizar
diferentes tipos de flavonoides extraidos de plantas.

Un aio mas tarde, Bankole, demostro que el crecimiento de 4. flavus
disminuia progresivamente cuando se aumentaba la concentracion de los aceites
esenciales obtenidos de las hojas de Morinda Iucida y de las hojas y semillas de
Azadiracta indica. Adem3s estos aceites podian redudr la sintesis de aflatoxinas en
granos de maiz inoculado con el hongo. Ensayos similares fueron realizados por
Montes-Belmont, et al, (1997), quienes determinaron el efecto de 11 aceites
esenciales capaces de inhibir el crecimiento de A. flavus en matz. Ellos encontraron
que 7 de los 11 inhibieron totalmente al hongo. Utilizando varios parametros
Lopez-Malo, (1997) menciond que la vainillina junto a otros factores como ¢l pH y
la temperatura de incubacion, tenian un efecto inhibitorio sobre especies de
Aspergillus, entre ellas A. flavus y A. patasiticus. En este mismo aiio Montes-Belmont,
realiz6 una busqueda de extractos acuosos y hexinicos de 106 especies de plantas,
mostrando que al menos 33 de estas presentaron efecto inhibitorio sobre la

germinacion de esporas o sobre el crecimiento fangico de A. flavus. Ademiés en 1998
y 1999 encontré que los aceites esenciales de canela, pimienta, orégano, epazote

clavo y timol causaron una inhibicion completa de la infeccion de granos de maiz
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También en 1999, en un reporte publicado por la Agencia Europea para la
Evaluacion de Productos Medicinales, se destaco ol efecto antifimgico que poseian
los extractos etandlicos de Harunga madagascariensis (sangre de Drago) sobre 4.
flavs. Ese mismo ano, Mahmoud, determinb el efecto de cnco diferentes
concentraciones de los extractos acuosos de Lupinus albus, Ammi visnage y Xanthium
pungens sobre la produccion de aflatoxinas por A. flavus, en donde encontrd que
todas las plantas probadas inhibieron tanto el erecimiento micekial como la sintesis
de estas toxinas.

Mahasneh, & of (1999) probaron extractos crudos realizados con éter de
petréleo, etamol, butanol y agua de 9 plantas mostrmndo que los extractos
butanadlicos presentaron mayor efecto antifingico contra 4. flavus.

Fan, e ol (1999) encontraron que los extractos etanélicos de una especie de
cebolla presentaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de 4. flavss y A.
parasiticus @ una concentracion de 10 mg/ml, ademas se presentd una reduccion
significativa de la sintesis de aflatoxinas a una concentracion de S mg/ml.

En el afio 2000, Oh, mendono que los extractos de Portulaca oleracea
presentaban actividad antifimgica contra algunas especies del género Aspergilhs, y
mas recientemente (2001), El-Shazly, & al realizaron una busqueda de plantas
cultivadas en Egipto que contenian alcaloides demostrando que poselan una
actividad inhibitoria contra A. flavus. En este mismo ano Jayaprakasha, e af
realizaron extractos hexanicos de la curcumina encontrando actividad antifingica
contra A. flarus y A. parasiticrs, y Srimivasan, (2001) estndié la actividad
antimicrobiana de 50 plantas medicinales y demostr6 que solo 9 mostraron efecto
antifingico en contra de A. flavus. Ademds, Varma, et ol probaron los aceites
esenciales de Caesulia axillaris y Mentha arvensis a una concentracion de 1,300 y 600
Ppm respectivamente, encontrando que fueron sumamente eficaces en detener el
biodeterioro de trigo almacenado.

Aunque hay muchos trabajos en donde se han buscado plantas con potencial
inhibitorio contra Aspergillus y/o0 la produccion de sus toxinas, en nuestro pais han

e ———————— e = s | D
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inhibicibn de A. flaves y A. parasiticus por plantas del género Agare Antecedentes
sido sumamente escasos, y dado que el territorio Mexicano cuenta con una de las
mayores diversidades vegetales a nivel mundial, por su dima, tipo de sueloyala
actividad orogenia, es por demas obligado el estudio de plantas de nuestro pais con
estas propiedades, por lo que en el presente trabajo nos propusimos tratar este
aspecto.
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Inhibicién de A. flavus y A. parasiticus por plantas del género Agave H!E' Otesis y Objetivos

HIPOTESIS DEL TRABAJO

Los extractos alcoholicos de Agave asperrima y A. striata, tienen la capacidad de
inhibir el crecimiento y/o la produccion de aflatoxinas y de acido ciclopiazonico, en

Aspergillus flavus y A. parasiticus, in vitro y en condiciones simuladas de almacén.

OBJETIVOS

1.- Determinar las concentraciones minimas inhibitorias de los extractos activos contra

A. flavus y A. parasiticus.

2.- Determinar la capacidad de los extractos del genero Agave, para inhibir la
produccion de aflatoxinas y acido ciclopiazénico, in vitro y en condiciones simuladas de

almacen.
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Inhibicién de 4. plantas del género Agave _____ étodo

MATERIAL ¥ METODO

MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Se utilizaron las cepas 1273, 1299 y 1059 de Aspergillus flavus y 148 y Su-1 de A.
parasiticus; las cuales fueron donadas por el Dr. Deepak Bhathnagar del Centro Regional
de Investigacion del Sureste del Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA). Estas cepas se almacenaron en medio Agar Papa Dextrosa (PDA) a 4° C,

haciendo resiembras periddicas cada 4 meses.

PREPARACION DEL INGCULO:

Las cepas fingjcas fueron cultivadas en PDA por 7 dias a 28°C. Después del
periodo de incubacion, se realizd un lavado de conidias, agregando 1 ml de
amortiguador de fosfatos pH 7.2, 30 mM, que contenfa Tween 20 al 0.05%. La
suspension fue obtenida realizando una leve agitacion de los tubos, para desprender las
conidias del micelio, posteriormente se realizaron conteos en una camara de Newbauer
para ajustar esta suspensi6n a una concentracién de 2.5 X 107 conidias/ml (Bullerman,

L. 1977).

PLANTAS UTILIZADAS

Las plantas utilizadas fueron Agave asperrima y A. striata. La primera fue colectada
en la Huasteca N.L. y la segunda en el cerro del Fraile en Garcia N.L. Estas fueron
identificadas en el Departamento de Boténica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Auténoma de Nuevo Leén, por el Biblogo Marco Antonio Guzman Lucio.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
Los solventes utilizados para la obtenciéon de los extractos fueron metanol,

etanol y amortiguador de fosfatos pH 7.3, 30 mM. Para esto se pesaron 20 g (peso
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Inhibicién de A. !;ams ;A. gan‘n’ws gr glarms del g’ nero Agave Material ; Metodo

himedo) de las diferentes partes de la planta (hojas, raiz, escapo e inflorescencia) y se
les agregaron 100 ml de alguno de los solventes antes mencionados. La planta fue
triturada en una licuadora por aproximadamente 3 min, hasta que queds en trozos
pequeiios. El triturado se pasd a frascos de vidrio con tapon de rosca, dejandolos
macerar por 24 h a temperatura ambiente para el caso de los extractos alcohélicos y
para los extractos acuosos (con amortiguador de fosfatos) 14-16 h a una temperatura de
4°C. El solvente fue separado por centrifugacin a 3500 rpm por 15 min. El
sobrenadante fue filtrado utilizando papel Wathman No. 1. Los extractos obtenidos
fueron concentrados, utilizando un Rotavapor (Biichi; 3000 A), y posteriormente se
colocaron en una estufa a una temperatura de entre 37 a 40 °C para evaporar
totalmente el solvente y de esta manera concentrarlo hasta sequedad. Los extractos

fueron reconstituidos en agua destilada y se esterilizaron por filracion con una

membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm. Ya estériles se almacenaron en oscuridad a -20

°C hasta su uso.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) EN EL

CRECIMIENTO.

a) EXTRACTOS ANADIDOS AL MEDIO DE CULTIVO.

Se utilizaron los extractos de Agaves que exhibieron actividad antifiingica en
trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio. A estos extractos se les determind
la CMI en caldo A&M (Sacarosa 50gr, (NH,),SO, 3 gr, KH,PO, 10 gr, MgSO,:7H,0 2
gr, NA,B,0,:10H,0 0.7 mg, CuSO,:5H,0 0.3 mg, MnSO;:H,0 0.11 mg,
ZnSO.:7H,0 17.6 mg, (NH,);Mo0,0,,:4H,0 O.5 mg y Fe,(SO,),:6H,0 10 mg)
utilizando la metodologia siguiente:
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Inhibicién de A. flavus y A. parasiticus por Elantas del género Agare Material y Método

Primero se determiné la concentracion del extracto a probar. Para esto se pesd
un vial previamente tarado (P,), al cual se le agregd 1 ml del extracto deseado, se paso
a una estufa a 50 °C por un tiempo de 4 - 7 dias, hasta que se obtuvo el peso constante
del vial mas el extracto seco (P,). Utilizando la férmula P,-P, (peso del vial mas el
extracto seco menos el peso del vial tarado) se obtuvo la cantidad en mg/ml del
extracto.

Una vez conociendo esa concentracion se inocularon matraces que contenian 25
ml de caldo A&M, con una suspensién de conidias ajustadas a una concentracion final
de 1X10° conidias/ml. A cada uno de estos matraces, se les agregaron diferentes
concentraciones de los extractos, se afiadieron rangos amplios de concentraciones (1,
10, 20, 30, 40 y 50 mg/ml), después fueron acortados a intervalos de 0.5 mg/ml,
hasta obtener la concentracion minima en la cual se presento inhibicion completa
(100%) del crecimiento fingico (CMI). Se realizaron observaciones diarias de la
produccion de micelio expresada por la gelificacion del medio y la conidiogénesis de las
cepas fingicas probadas durante todo el tiempo de incubacion (7 dias).

b) CONDICIONES SIMULADAS DE ALMACEN.

Se utilizaron placas de Petri con 3 divisiones, a las que se les agregaron S gr de
maiz (previamente desinfectado con hipoclorito de sodio al 0.5% y secado a 45 °C por
8h), en cada una de las divisiones. El maiz fue inoculado de la manera previamente
descrita para medio liquido, agregando concentraciones conocidas de extractos,
partiendo de la CMI obtenida previamente en medio liquido. La CMI para el maiz fue

definida de la misma forma que para el medio liquido.
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EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE PLANTAS SOBRE LA SINTESIS DE TOXINAS DE

Aspergillus.

A.- DETERMINACION DE AFLATOXINAS

a) CURVA DE CALIBRACION.

Se realizb una curva de calibracién inyectando diferentes concentraciones de los
estandares de la aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, ajustando su concentracién a 0.08, 0.8,
24,4y 8 ng/ml las cuales se utilizaron para determinar las concentraciones de los
problemas analizados.

b) Curtivo

El indculo fue preparado de la manera previamente descrita, de ahi se tomaron
250 pl de esta suspension (2.5 X10° conidias/ml) y se inocularon en matraces
conteniendo 25 ml de medio A&M, a los cuales se les habfa agregado previamente
concentraciones de los extractos correspondientes a 0, 25, 50 y 75% de la CMI. Los
matraces fueron incubados estéticos y en la oscuridad a 28°C por 7 dias.

El crecimiento del hongo se registrd visualmente cada 24 h, durante todo el
tiempo de incubacién.

Después de este periodo se determind el peso seco del micelio de la siguiente
manera: el cultivo se filtré utilizando papel Wathman No. 1 previamente tarado y
pesado, para separarlo del medio, después el micelio se secd a 50°C por 7 dias para
determinar el peso del micelio seco. El sobrenadante fue utilizado para determinar si se

presento efecto sobre la sintesis de toxinas.
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c) CONDICIONES SIMULADAS DE ALMACEN
Para las condiciones simuladas de almacén se inocularon (1 X 10% 5 gr de mafz
previamente desinfectado con hipoclorito de sodio al 0.5%, incubindolos durante 14

dias a 28 °C, a los cuales se les habfa agregado concentraciones de los extractos
correspondientes a 0, 25, 50 y 75% de la CML.

El crecimiento del hongo se registré visualmente cada 24 h, durante todo el
tiempo de incubacion.

Para determinar el efecto de los extractos sobre la sintesis de toxinas se realizé

la extraccion de las mismas.

d) EXTRACCION DE AFLATOXINAS DEL MEDIO LIQUIDO

Después del periodo de incubacion, se agregaron 25 ml de acetona y 35 ml de
diclorometano a los matraces y se agitaron a 300 rpm durante 30 min a temperatura
ambiente. El micelio fue removido de la mezcla filtrdndolo con papel Wathman No.1
previamente tarado y adicionando 25 ml mis de diclorometano. El micelio se paso a
una estufa a 40°C para determinar el peso seco.

El filtrado obtenido fue particionado en un embudo de separacion en dos fases,
una acuosa y otra de diclorometano, esta tltima contenia la mayoria de las aflatoxinas.
La fase acuosa fue particionada una vez mas con 35 ml de diclorometano. Se
combinaron las dos fracciones de diclorometano y fueron nuevamente particionadas
con 25 ml de una solucion saturada de NaCl. El agua residual fue removida de la
solucion final de diclorometano haciendo pasar esta por 3 gr de sulfato de sodio
anhidro. La solucién fue evaporada a sequedad utilizando un rotavapor. El residuo

obtenido fue resuspendido en 10 ml de acetonitrilo. Posteriormente esa solucién se

hizo pasar a través de una columna puriﬁcadora y concentradora de fase reversa
Supelclean LC-18, de la cual se eluyeron las aflatoxinas utilizando 3 ml de




diclorometano. Este fue cvaporado a 35°C y el residuo fue nuevamente resuq;endido

en acetonitrilo, el cual fue inyectado al HPLC.

e) EXTRACCION DE AFLATOXINAS DEL MAIZ (CONDICIONES SIMULADAS DE
ALMACEN)

El maiz fue triturado en presencia del solvente primario de extraccién
(acetona). La metodologia subsiguiente de purificacién de toxinas se realizb de la

manera previamente descrita para el medio liquido.

f) CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS

Se tomaron 200 pl de la solucion obtenida en la extraccion previamente
descrita, tanto del medio lquido como de las condiciones simuladas de almacén, los
cuales se mezclaron con 500 pl de una solucién derivatizadora (100 pl de &cido
trifluoracético, 50 pl de acido acético glacial y 350 pl de agua ultra pura). Esta mezcla
se calentd a 65 °C por 10 min, y se dej6é reposar hasta que alcanzo la temperatura
ambiente. Se inyectaron 20 il de la solucién derivatizada al HPLC y se corri6 la
muestra bajo las siguientes condiciones: La fase mévil estuvo compuesta por una mezcla
de Agua, Metanol y Acetonitrilo en una proporcion de 63:26:11, con un flujo de 1
ml/min. La columna utilizada fue de fase reversa marca Waters de una longitud de 15

cm ademds se utilizd una precolumna de 2 cm LC-18 de fase reversa marca Waters

como proteccion adicional.

Las curvas obtenidas fueron comparadas con la curva estindar previamente

obtenida, en la cual se determiné la concentracion de toxinas presentes en los ensayos.




Inhibicién de 4.

B.- DETERMINACION DE ACIDO CICLOPIAZONICO (CPA)
a) CURVA DE CALIBRACION,
Se realizd una curva de calibracibn utilizando un estindar de dcido

ciclopiazénico, del cual de realizaron diluciones para obtener concentraciones finales de

5, 10, 20, 30, 40y 50 pg/ml, Estas concentraciones fueron colocadas en una serie de
tubos de ensaye, que contenfan 2 ml de p-dimetilaminobenzaldehido, después de esto
fueron agitados vigorosamente. Finalmente se adicionaron 10 ml de HCI § N, se

dejaron reposar y el color desarrollado fue leido en un espectrofotometro a 580 nm.

b) CuLtivo

El in6culo fue preparado de la manera previamente descrita, de ahi se tomaron
100 ml de esta suspension y se inocularon en tubos de ensaye conteniendo 10 ml de
medio Czapek Dox, a los cuales se les habia agregado previamente concentraciones de
los extractos correspondientes a 0, 25, 50 y 75% de la CMI. Los tubos fueron
incubados a 28°C por 14 dias.

Después de este periodo el cultivo se filtré utilizando papel Wathman No. 1. El
sobrenadante fue utilizado para determinar si se present efecto sobre la sintesis de
CPA.

c) EXTRACCION DE CPA

Después del periodo de incubacion, se realiz6 la extraccién del CPA agregando
2 veces 10 ml de metanol. Un ml de las toxinas extraidas fue colocado en tubos de
ensaye, y fueron mezclados con p-dimetilaminobenzaldehido y HCI 5N, siendo leidos a
580 nm en un espectrofotémetro Sequoia-Turner (Chang-Yen, 1., et al, 1990), de la
forma previamente descrita. La cantidad de CPA fue determinada por medio de la
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Inhibicién de A. flavus y A. parasiticus por plantas del género Agave Material y Método

interpolacion en la curva estindar previamente obtenida, en la cual se determiné la

concentracion de toxinas presentes en los ensayos. (Rathinavelu, A. et al, 1984).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se realizaron con tres repeticiones y por duplicado y se
manejo el paquete estadistico Sigma Stat realizando comparaciones maltiples de medias

de los tratamientos ¥s el control utilizando la prueba de Dunnett.
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EFeCTO DE LOS EXTRACTOS CONTRA EL CRECIMIENTO FUNGICO

En el presente estudio, las diferentes partes de las plantas utilizadas (hojas,
escapo e inflorescencia), fueron sometidas a extraccién con tres diferentes solventes
(agua destilada, alcohol etilico y alcohol metilico). Los extractos positivos fueron
aquellos que presentaron inhibicién del crecimiento alrededor de la zona de
aplicacién del extracto (Fig. 1).
1.- Inflorescencia A. striata.
2.- Inflorescencia A. asperrima.
3.- Escapo A. striata.
4,. Escapo A. asperrima.

5.- Hoja A. striata.

6.- Hoja A. asperrima,

7.- Control

Fig 1.- Efecto inhibitorio de diferentes extractos metanolicos de plantas del género

Agave

Los extractos acuosos, etandlicos y metanolicos realizados de las hojas y de la
raiz de A. striata y A. asperrima no presentaron efecto inhibitorio contra ninguna de
las cepas fimgicas probadas (Tablas 2,3 y 4). Sin embargo, encontramos que los
extractos alcohdlicos de la inflorescencia y el escapo de ambos agaves presentaron
efecto inhibitorio sobre todas las cepas fangicas probadas. (Tablas 2,3 y 4). Los
extractos acuosos del escapo de los dos agaves no mostraron ningtn efecto biolégico
(Tabla 2).
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Tabla 2.- Efecto de los extractos acuosos de Agave asperrima y A. striata, sobre

el crecimiento de Aspergillus flavus y A. parasiticus.

1.0£0.6%*

1.2110.8

1.410.12

1.28+0.5

NI NI NI NI NI
NI NI NI NI NI
NI NI | NI | NI NI

1.13£0.2 |1.35+0.4]1.26%0.8| 1.41£0.4| 1.36%0.6

* Inlaon en cm.

** _ Error estandar de la media, NI.- No Inhibicion.

Nota.- El control con agua no presento efecto inhibitorio contra las cepas probadas.

Establecimos que el extracto metandlico, fue €l mas efectivo, ya que

presentd los halos de inhibicion mayores [(2.65 — 3.1 cm de didmetro) (tablas 2 y

3)).

Por otro lado los extractos etandlicos y metandlicos del escapo de A.

asperrima y de A. striata, también inhibieron el crecimiento de las cepas fingicas

probadas, mas sin embargo lo hicieron en un rango mucho menor en comparacion

con los extractos de la inflorescencia (Tablas 2 y 3).




Tabla No. 3.- Efecto de los extractos etanolicos, de diferentes partes de

Agaves, sobre el crecimiento de diferentes especies de A. flavus y A. parasiticus.

NI | NI | NI NI

NI NI NI NI NI
10.5+0.1%[0.37£0.2| 0.3£0.5 | 0.7£0.3 |0.1£0.06
1.350.4 |1.24+0.8| 1.1£0.1 | 1.240.5 | 1.36%0.3

NI NI NI NI NI

NI NI NI NI NI
0.3%0.1 [0,51%0.3]0.1+.0120.2%0.09[0.1%0.03
1.220.5 [1.2240.4| 1.450.6 | 1.5%0.8 |1.3£0.45

. Error de la media. NI.- No lninliuén |

Nota.- El control con etanol no presentd efecto inhibitorio contra las cepas

probadas.

Tabla No. 4.- Efecto de los extractos metanolicos, de las diferentes partes

del Agave, sobre el crecimiento de diferentes especies de A. flavus y A. parasiticus.




S . w—

» . Piror de la media. NI.- No Inhibicion

Inhibicién de A.

0.240.05 |10.15+£0.06 | 0.52+0.2 | 0.34+0.1 [ 0.29+0.5

2.65%10.8 | 2.85+0.2 | 2.940.39 | 3.1£0.55| 2.98+0.7

NI NI NI NI NI

NI NI NI NI NI

0.5%0.05 | 0.4%0.21 | 0.61£0.3 [ 0.520.28 | 0.431+0.19

2.7£0.5 | 2.5£0.8 |2.51+0.49|2.78%10.6 | 2.910.4

Nota.- El control con metanol no presento efecto inhibitorio contra las cepas
probadas,

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
A) MEDIO LIQUIDO.

Debido a que los extractos metandlicos mostraron un mayor efecto
inhibitorio contra las cepas fingicas probadas, se decidio trabajar Gnicamente con
este tipo de extractos, tanto de las inflorescencias como de los escapos de ambas
especies de Agaves. Utilizando estos extractos (escapo e inflorescencia) se
determiné la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del crecimiento, en las cepas
de A. flavus y A. parasiticus. Observamos que las CMI obtenidas por los extractos
metanolicos de la inflorescencia de los Agaves fueron mas bajas que las presentadas
por los escapos (Tablas 5 y 6).

La cepa mas susceptible al extracto de la inflorescencia de A. asperrima fue la
1273 de A. flavus, con una CMI de 0.5 mg/ml, seguida por las cepas restantes,
quienes tuvieron, una CMI de 1.0 mg/ml (Tabla 5). En el caso del extracto
metanolico de la inflorescencia de A. striata, este presento CMI superiores a las del
extracto de A. asperrima, siendo la menor (1.0 mg/ml) para las cepa 148 y Su-I de A.
parasiticus, seguidas de 1.5 mg/ml para las cepas 1273 y 1299 de A. flavus, y la CMI
mas alta fue (2.0 mg/ml) obtenida por la cepa 1299 de A. flavus. (Tabla 5). Cuando

analizamos los extractos de los escapos de ambas especies de agaves encontramos




que las CMI fueron mucho mas elevadas, siendo de 15 mg/ml a 23 mg/ml (tabla
5). Los extractos metanélicos del escapo de A. striata obtuvieron CMI que fueron de
20 a 30 mg/ml (Tabla 5).

Tabla No. 5.- Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) en mg/ml, del

crecimiento de dos especies de Aspergillus a las cuales se les agregaron diferentes
extractos de Agaves.

0%3.5*

22%2.2

0.570.04 | 1.0%0.32|1.0£0.21|1.0%0.14| 1.0%0.1
20+1.6 | 30+4.1 | 20548 | 23+2.8 | 25+1.9
1.540.53 | 2,004 | 1.5%0.1 | 1.0%0.1 | 1.0%0.2

.- rror e e lam.

b) CONDICIONES SIMULADAS DE ALMACEN.

Las CMI obtenidas fueron mucho mayores que aquellas observadas en medio
liquido. En el caso del extracto de la inflorescencia de A. asperrima encontramos que
la CMI vari6 de 33 a42 mg/ml. Para el caso de la inflorescencia de A. striata la CMI
vario de 40 a 45 mg/ml (Tabla 6). No se determiné completamente la CMI de los

extractos metanolicos de los escapos de ambas especies de agaves debido a que

fueron muy altas alcanzando niveles superiores a los 60 mg/ml (Tabla 6).




Tabla No 6.- Concentraciones Minimas Inhibitorias del crecimiento (mg/ml)

de dos especies de Aspergillus a las cuales se les agregaron diferentes extractos de

Agaves, en condiciones simuladas de almacén.

33 14.95%
>60 >60 >60 >60 >60
40+5.8 | 451+3.7 | 41129 | 45142 | 43+6.1

*__ Error estindar de lamyedia.

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE AGAVES SOBRE EL CRECIMIENTO DE LOS HONGOS
EN MEDIO LiQUIDO

Para determinar el efecto de los extractos metanolicos de los Agaves, sobre
el crecimiento fingico, se tomaron como base las CMI obtenidas en medio liquido
y de aqui se utilizaron el 25, 50 y 75% de las mismas. Estos resultados se resumen
en la tabla No 7, en donde podemos apreciar una disminucion aparente del
crecimiento fungico a medida que se van incrementando las concentraciones del
extracto aplicado. Mas sin embargo, solamente la concentracion del 75 % de la CMI

mostré reducciones estadisticamente significativas (p=0.05) en el crecimiento de

los hongos. Este comportamiento lo apreciamos en casi todas las cepas fungicas
probadas, este efecto solo fue observado en el caso de las cepas 148 y Su-I de A.




parasiticus, donde no se encontro diferencia significativa al utilizar Gnicamente el

extracto de A. asperrima. (Tabla No 7).

Tabla 7.- Efecto en la produccion de micelio, por parte de los extractos
metanolicos, de los Agaves probados, en contra de las cepas fingicas de A. flavus y A.

parasiticus.

3 1 ".I’—":l

0.091+0.01

=

10.30410.05*

0.270%£0.03 | 0.175+0.02

+10.2951£0.01 | 0.298%0.03 | 0.2055£0.04 | 0.0924£0.01

0.281£0.04 | 0.272+0.03 | 0.244+0.04 | 0.117£0.04

1 0.27510.03 | 0.26810.04 | 0.24610.04 | 0.16310.01

0.361+0.03 | 0.301+0.03 | 0.264+0.01 | 0.104+0.02

0.381+0.04 | 0.262+0.03 | 0.231+0.03 | 0.151+0.02

0.358%0.04 | 0.31020.02'| 0.238+0.01 | 0.21810.06

0:2919£0.03 | 0.286%0.03 |0.2379%0.01 | 0.059+0.02

0.316+0.02 | 0.300£0.02 [ 0.23%£0.01 | 0.21410.04

| 0.30910.05 [ 0.291£0.01 {0.301+0.006 | 0.065+0.01

. rror estén dela ma. |

La cantidad de micelio obtenido por 25 ml de medio varié entre las cepas al

agregar diferentes concentraciones del extracto. Encontramos diferencias
significativas (p=0.05) (p=0.05) en las cepas 148 y Su-I de A. parasiticus, al utilizar
el 75 % de la CML. (Tabla No. 8)
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Tabla No. 8.- Cantidad de micelio obtenido por dos cepas de A. parasiticus al

crecer el hongo con diferentes concentraciones de los extractos.

i

' e b ;I S5, ik ATIE
0.358+0.04* 0.238+0.01 | 0.2

180.06

10.291910.03 | 0.286110.03 | 0.2379+0.01 | 0.059+0.02

0.31610.02 | 0.300£0.02 | 0.23%£0.01 | 0.214+0.04

170.309+0.05 |0.2913£0.01 | 0.301+0.006 | 0.065+0.01

| *Edar de la media |

CUANTIFICACION DE AFIATOXINAS

Se utilizaron las curvas de calibracion antes descritas para obtener las
concentraciones de aflatoxinas de nuestros tratamientos, realizados tanto en medio
liquido como en condiciones simuladas de almacén, encontrando los siguientes
resultados: para la cepa 1059 de A. flavus, no se produjeron cantidades detectables
de aflatoxinas, por lo cual no se probo en los ensayos subsecuentes.

La cepa 1273 de A. flavis solo sintetiz las aflatoxinas B1 y B2, de las cuales la
B2 fue la que se produjo en mayor cantidad, y no se detectaron las aflatoxinas G1 y
G2. Cuando a las cepas fungicas se les agregaron diferentes concentraciones de los
extractos, se observo una reduccion significativa en la sintesis de aflatoxinas (con el
50 y el 75% de la CMI). Establecimos que el grado de inhibicion de la aflatoxina B1
fue del 75 y 96% al utilizar el 50 y 75 % de la CMI y para el caso de la aflatoxina
B2, al agregar el 50% de la CMI se inhibi6 el 99.99% de la sintesis de aflatoxinas, y
consecuentemente a mayores concentraciones del extracto, no hubo deteccion de la

misma.

Con respecto al extracto de A. striata, la reduccion de la produccion de
aflatoxina B1 al utilizar el 50% de la CMI fue de 99.98% y para la aflatoxina B2 la




adicion del 50% produjo una reduccion del 90 al 99.7%. Cuando se agregé extracto
al 25% de la CMI, la disminucion de la produccién de aflatoxina B2 fue del 50%.

(Tabla 9)

Tabla 9 .- Efecto de los extractos metanoélicos de A. asperrima y A. striata
sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 1273 de A. flavus en medio A&M.

1.9+0.49

e :

[ 0.13%0.02 | <0.00008 ND ND
L 10.00520.001|  ND ND ND
N 1.1720.13 | 2495030 | <0.00008 | <0.00008
0.45+0.10 | 3.60%0.9 ND ND
<0.00008 | 0.48+0.08 ND ND
<0.00008 |0.013+0.005]  ND ND
1.3170.12 | 4.87£1.29 ND ND

: *z ' a. ND.- No Detectado

La cepa 1299 de A. flavus sintetizo normalmente cantidades menores de las
aflatoxinas B1 y B2, mas sin embargo, el analisis estadistico mostr6 que al igual que
en la cepa 1273, solo las concentraciones de ambos extractos, del 50 y el 75% de la
CMLI, inhibieron significativamente (p=0.05) la sintesis de aflatoxinas. En esta cepa
tampoco se detecto la sintesis de aflatoxinas G1 y G2. (Tabla 10). Con respecto al
extracto de A. striata, las reducciones para la aflatoxina B1 fueron de 79% para la

aflatoxina B1 y de 55% para la B2 al utilizar el 50% de la CMI, mientras que con el

75% de la CMI la reduccion se incremento hasta el 93% para el caso de laB1 y ano
detectable (ND) para el caso de la B2. (Tabla 10).
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Tabla 10.-Efecto de los extractos metanélicos de A. asperrima y A. striata
sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 1299 de A. flavus en medio A&M.

... -

10.2520.04 | 0.12£0.09
10072001 | 0052002 | _ND ND
e | 0.72£0.09 | 0952021 | <0.00008 | <0.00008
% | 0.3870.04 [0.41550.12] D ND
§ 10147003 | 0.2920.13 | D ND
" [0.05%0.1 ND ND ND
10.68250.11] 0.9130.16 | _ND ND
- Error estandar de a media. ND.- No Detectado |

La cepa 148 de A. parasiticus, normalmente produjo las cuatro principales
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. En esta cepa la aflatoxina G1 fue la que se produjo en
mayor cantidad (1.04 pg/ml) luego la B1 (0.87 pg/ml), la B2 (0.52 pg/ml) y por
altimo la G2 (0.07 pg/ml) (Tabla 11).

A diferencia de A. flavus, el analisis estadistico mostro que las cepas de A.
parasiticus mostraron diferencias significativas (p=0.05) entre el control y entre
todas las concentraciones de extracto adicionadas (Tabla 11)

El extracto de A. asperrima provoco una reduccion en la produccion de

aflatoxinas. Esa reduccion vario del 57 al 99%, de acuerdo a la cantidad de extracto

agregado.
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Tabla 11.- Efecto de los extractos metanolicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 148 de A. parasiticus en medio A&M.

<0.00008

0.001£0.0003

0.04%+0.01

<0.00008 <0.00008 <0.00008 ND
0.87+0.21 0.52%0.18 1.88+0.21 ND
0.7710.12 0.26+0.03 <0.00008 0.69+0.27
_ 0.30£0.04 0.14%0.05 <0.00008 <0.00008
0.06910.02 <0.00008 <0.00008 <0.00008
1.81£0.19 1.5510.27 1.04£0.31 0.07£0.012

*__ Error estindar de la edia. ND.- No Detectado

De la misma forma la cepa Su-I también sintetiz6 las 4 aflatoxinas. En este

caso la tendencia fue muy similar a la expuesta por la cepa 148, en donde el extracto

de Austriata fue mas efectivo ‘para inhibir la sintesis de aflatoxinas, encontrando

porcentajes de reduccion 61 al 99.9% de acuerdo a la cantidad de extracto agregado
(25, 50 y 75% de la CMI) (Tabla 9). Al utilizar el 25% de la CMI del extracto de A.
asperrima solamente se inhibi6 significativamente (p=0.05) a las aflatoxinas G1 y
G2. Sin embargo, la utilizacién del 50 o el 75% de la CMI caus6 reducciones
significativas (p=0.05) arriba del 90%. Por Gltimo, al agregar el 75% de la CMI no
se detectaron sintesis de la aflatoxina B2 y G1, y la reduccion de B1 fue de 97% y de

G2 fue del 99% (Tabla 12).
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Tabla 12.- Efecto de los extractos de A. asperrima y A. striata sobre la

produccion de aflatoxinas por la cepa Su-I de A. parasiticus en medio A&M.

0.58%£0.09* | 1.42%0.6
0.22%0.07 | 0.16%£0.03 | 0.02£0.001 |0.08%0.002
0.04£0.01 ND ND <0.00008
1.02£0.3 2.29+10.09 | 0.61%0.1 0.00008
<0.00008 | 0.84+0.25 | 0.36%0.08 | <0.00008
0.16+0.02 | 0.09£0.03 | <0.00008 | <0.00008
0.015+0.002 | <0.00008 ND ND
0.69%0.2 1.212£0.06 | 0.9410.24 | <0.00008

¥ _ Error estandar de lamedia. ND.- No Detectado

CONDICIONES SIMULADAS DE ALMACEN

Para el caso de los ensayos en condiciones simuladas de almacén, la sintesis

de aflatoxinas se vio significativamente (p=0.05) disminuida en todos los controles,

en comparacion con los del medio liquido, de hecho en muchos casos no se logr6

determinar la concentracion de las aflatoxinas, debido a las pequenas cantidades

sintetizadas. Estos resultados se muestran en las (Tablas 13 — 16).

Las cepas 1273 y 1299 de A. flavus presentaron comportamientos similares,

ya que ambas cepas no sintetizaron las aflatoxinas G1 y G2. En la mayoria de las

cepas se produjeron reducciones significativas (p=0.05), al agregar el 50 y 75% de

los extractos analizados. Los extractos a una concentracion del 50% de la CMI

produjo una inhibicién del 99% de la produccion de aflatoxinas, mientras que al
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utilizar el 75%, no se detectaron aflatoxinas. Por el contrario en la cepa 1299, todas

las concentraciones probadas inhibieron significativamente (p=0.05) la sintesis de

aflatoxinas, la mayoria con valores superiores al 98%. (Tablas 13 y 14)

Tabla No 13.- Efecto de los extractos metanolicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccién de aflatoxinas por la cepa 1273 de A. flavus en condiciones
simuladas de almacen.

0.03£0.001* | 0.0280.0006

20.00008 | <0.00008 ND ND
ND ND ND ND

0.04240.002] 0.053%0.004 ND | ND

0.013%0.003| <0.00008 ND ND

<0.00008 | <0.00008 ND ND
ND ND ND ND

0.016£0.001 | 10.049%0,003 ND ND

* _ Error estandar de la media. ND.- No Detectado

Tabla No 14.- Efecto de los extractos metanolicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccién de aflatoxinas por la cepa 1299 de A. flavus en condiciones

simuladas de almacén.

70.02+0.0001

<0.00008

<0.00008
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<0.00008 <0.00008 ND ND
0.09%0.002 0.13£0.0005 | <0.00008 ND
<0.00008 <0.00008 ND ND
<0.00008 ND ND ND
ND ND ND ND
0.005+0.00001 | 0.01+0.00015 ND ND

* - Error estandar de la media. ND.- No Detectado

Para el caso de la cepa 148 de A. parasiticus, se cuantifico la cantidad de
aflatoxina B2 solamente en los controles, ya que al agregar los extractos en los
demas casos, se inhibié casi por completo la sintesis de aflatoxinas (Tabla 15).
Podemos observar al agregar extractos a una concentracion del 50 y 75% de la
CMI, produjo una inhibicion de la sintesis de aflatoxinas en valores superiores al
99%, tanto al utilizar el extracto de A. asperrima como de A. striata. La cantidad de
aflatoxinas B1, G1 y G2 no se lograron cuantificar, mas sin embargo, notamos que
su nivel diminuye; ya que al agregar el 50% de la CMI ya no se detectan cantidades
de aflatoxinas Bl y G1, mientras que con la G2, solamente concentraciones de

extractos correspondientes al 75% la inhibieron en su totalidad (Tabla 15).

' Tabla No 15.- Efecto de los extractos metanolicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 148 de A. parasiticus en condiciones

simuladas de almacén.

0.01£0.0001
ND <0.00008 ND <0.00008
ND <0.00008 ND ND




pénero

<0.00008 0.021%0.00003 | <0.00008 | <0.00008
<0.00008 <0.00008 <0.00008 ND
<0.00008 <0.00008 <0.00008 ND
ND ND ND ND
<0.00008 0.045+0.00001 | <0.00008 | <0.00008

- or es la media. ND.- No Detectado

Por ultimo la cepa Su-I mostr6 el mismo comportamiento de la cepa 148
(Tabla 16). Se present6 una reduccion del 77 al 99% al utilizar el extracto de A.

asperrima mientras que con el extracto de A. striata la inhibicion de la sintesis fue
superior al 99%. El 75% de la CMI inhibi6 en su totalidad la sintesis de aflatoxinas,

excepto la Bl; que aunque no se pudo cuantificar, la sintetiz6 en valores menores a

0.00008 pg/ml (Tabla 16).

Tabla No 16.- Efecto de los extractos metanélicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa Su-I de A. parasiticus en condiciones

simuladas de almacén.

<0.00008 <0.00008
ND <0.00008 ND ND
0.01+0.004 0.09+0.02 0.014+0.004 | 0.12%0.003
<0.00008 <0.00008 <0.00008 | <0.00008
ND <0.00008 ND ND
ND ND ND ND
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0.049+0.007 0.11+0.01  [0.1+£0.002| <0.00008
* - or estandar d la media. ND.- No Detectado

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE AGAVES SOBRE LA PRODUCCION DE ACIDO
CICLOPIAZONICO.

En lo que respecta a la inhibicion de la produccion de acido ciclopiazonico
(CPA), encontramos que solamente la cepa 1299 de A. flavus, fue capaz de sintetizar
esta toxina (Tabla 17).

. En este caso el extracto de A. asperrima, fue mas efectivo en la inhibicion de la
! sintesis de CPA. Alcanzando hasta un 87% de la reduccion en la produccion de
CPA, al utilizar el 75% de la CMI, y se presentaron diferencias significativas
(p=0.05) entre controles y tratamientos desde la utilizacion del 25% de la CMI,
mientras que para el caso de A. striata, la inhibicion significativa se present6 desde el

50% de la CMI y alcanzando una inhibicién méaxima del 83%, con el 75% de la CMI
del extracto de A. striata (Tabla 17).

Tabla No 17.- Efecto de los extractos metandlicos de A. asperrima y A. striata sobre la

produccion de CPA por la cepa 1299 de A. flavus, en medio liquido.

041
0.2963%0.022 0.3255%0.08

0.078+0.01 0.165+0.019
0.0098%0.002 0.0143%0.01

i

Error estandar de la media
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DISCUSION

Se ha estimado que existen entre 250,000 a 500,000 especies de plantas sobre la

tierra (Borris, R. P., 1996). Ademas estas poseen una capacidad ilimitada de sintetizar
substancias que pueden servir para defenderse en contra de microorganismos, insectos
y herbivoros (Geissman, T.A., 1993; Schultes, R.E., 1978), se ha especulado que
algunos de estos compuestos podrian ser utilizados por el hombre para inhibir el
crecimiento de microorganismos (Cowan, M.M., 1999), incluyendo a algunos capaces
de sintetizar toxinas nocivas para la salud, tanto del hombre como para los animales que
los consumen (Gould, 1997). De toda esta diversidad vegetal, solo un pequefio
porcentaje de estos se han utilizado como antimicrobianos (Moerman, D.E., 1996)

Cientificos de diferentes 4reas estin investigando plantas por su posible utilidad
como antimicrobianos y han encontrado muchos compuestos fitoquimicos con actividad
antimicrobiana in vitro (Cowan, M.M., 1999). Todo esto ha ocasionado cambios
importantes en las alternativas con las que se cuenta para proteger los bienes agricolas
de la contaminacion por hongos productores de aflatoxinas, ya que estos compuestos se
estin vislumbrando como alternativas promisorias para el manejo integral de las
infecciones provocadas por estos hongos. Es importante mencionar que el auge que
tienen estos compuestos naturales es por que algunos de ellos se presume que son
seguros para el medio ambiente y no afectan directamente al producto. (Smith, E., et
al, 1996)

Se ha establecido desde hace tiempo que las micotoxinas pueden ser removidas
de bienes agricolas, mediante su inactivacién o detoxificacion ya sea por métodos fisicos
como la inactivacion térmica e irradiacion (Food and Agriculture organization,1979) o
por meétodos quimicos como extraccion con solventes, degradaciones quimicas,
modificacion de su toxicidad (Buchanan, R.L. and J.G. Ayres, 1988; Gosh, ]J. And
Haggblom, 1985; Vorster, L.J., 1985) o incluso por métodos bioldgicos como
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inactivacion microbiana y fermentaciones (Pons, W.A., 1981). Sin embargo todos
estos tratamientos tienen sus limitantes, ya que los productos no deben ser afectados en
sus propiedades organolépticas ni en su valor nutritivo y comercial (Vorster, L.].,
1985; Suttajit. M. 1997). Los tratamientos quimicos son de los mas utilizados, a pesar
de que en muchas ocasiones aunque que transforman las aflatoxians en derivados no
toxicos, el producto a menudo se ve afectado en sus propiedades nutritivas (Mann,
G.E., et al, 1970). Uno de los principales puntos en los que se fundamenta este trabajo,
es la utilizacién de compuestos naturales que podrian ayudar a reducir o eliminar la
cantidad de quimicos que actualmente se utilizan (Bullerman, L.B. et al, 1977).
Ademis los ensayos antimicrobianos se realizaron con extractos crudos, utilizando
como solventes agua destilada, etanol y metanol. Para determinar el efecto
antimicrobiano de los extractos empleamos la técnica de difusién en pozo en agar, tal
como lo marca la literatura, ya que sefiala que la biisqueda inicial de compuestos
antimicrobianos potenciales, se debe realizar ya sea a partir de los compuestos puros
(Afolayan, A.],, & al, 1997; Batista, O., et al, 1994 y Klopoukh, L., et al 1997)
extraidos mediante técnicas de separacion o con extractos crudos realizados con
diferentes solventes (Freiburghaus, F.R., et al, 1996; Rojas, A., et al, 1992 y Silva, O.,
et al, 1996). Se ha establecido ademas que para demostrar la actividad antimicrobiana
de estos extractos, se emplea el metodo de difusion en pozo en agar (Navarro, V., et
al, 1996) asi como adaptaciones a estas técnicas, como la autobiografia (Mayr-Harting,
A., ad, 1972).

Nuestros ensayos mostraron ¢l mejor efecto antimicrobiano con los extractos
metandlicos, en comparacién con los otros solventes probados. Esto se puede explicar
ya que se ha reportado que el metanol, extrae la mayor cantidad de compuestos que
presentan actividades antimicrobianas. Ademas, la literatura menciona que el etanol es
otro de los solventes que son muy utilizados en la extraccibn de compuestos
antimicrobianos, en tanto que las extracciones acuosas, rara vez presentan actividad
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antimicrobiana y si la presentaran son mas efectivos en contra de virus. (Zhang, Y., et
al, 1997). Ocasionalmente las fracciones acuosas pueden contener compuestos
antimicrobianos de interés, mas sin embargo en la mayoria de los casos son extraidos en
mayor cantidad, al utilizar solventes menos polares como el metanol y el etanol.
(Taylor, R.S.L., et al, 1996, Rao, K.V., et al, 1993, Eloff, ].L., 1998). Con respecto a
esto Eloff en 1998, examiné una variedad de extractantes por su capacidad de
solubilizar antimicrobianos provenientes de plantas, mencionando que los solventes
mas utilizados eran el diclorometano, metanol, etanol y agua, encontrando que la
mayoria de los compuestos activos no eran solubles en agua y que el metanol y etanol
eran usados como solventes principales en muchos de los estudios de la reciente
literatura.

Es también importante mencionar que cualquier parte de la planta puede
contener componentes activos, ya sea raices, hojas, tallos 6 retofios, por ejemplo, el
ginseng presenta sus saponinas y aceites esenciales solamente en las raices, en tanto que
el Eucalipto contiene aceites esenciales en sus hojas, y en el alamo balsamico
encontramos componentes activos tanto en hojas, tallos y retofios (Thomson, W.A.R.,
1978). Por lo anterior se ha recomendado realizar las extracciones separando las partes
de la planta a analizar, como lo hicimos en este estudio, y no debemos olvidar que el
estado fenoldgico de la planta asi como la temporada de colecta influyen en la cantidad
de compuestos activos encontrados en la planta (Cowan, M.M., 1999). En nuestro
caso pudimos observar que el o los compuestos activos de los Agaves probados, se
encontraban principalmente en las inflorescencias. Esto es comprensible debido a que
el periodo de floraciébn coincide con un incremento en el contenido de estos
compuestos (Thompson, W.A.R., 1978). También encontramos actividad inhibitoria
en el escapo, mas sin embargo en mucha menor cantidad, en tanto que las demas partes

de las plantas analizadas no exhibieron actividad inhibitoria.
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Nuestros resultados obtenidos en medio liquido (A & M) indicaron que el
extracto metandlico que presenté mayor efecto inhibitorio del crecimiento de los
hongos analizados, fue el de la inflorescencia de A. asperrima con una CMI de 0.5
mg/mla 2.0 mg/ml de acuerdo a la cepa probada. En el caso del extracto metanélico
de la inflorescencia de A. striata, este present6 valores de CMI superiores a las del
extracto de A. asperrima, siendo de 1.0 a 2.0 mg/ml. Cuando analizamos los extractos
de los escapos de ambas especies de Agaves encontramos que las CMI fueron mucho
mas elevadas, siendo de 15 mg/ml a 23 mg/ml. Los extractos metanélicos del escapo
de A. striata obtuvieron CMI’s que fueron de 20 a 30 mg/ml.

Las CMI obtenidas en condiciones simuladas de almacén fueron mucho mayores
que aquellas observadas en medio liquido. En el caso del extracto de la inflorescencia
de A. asperrima encontramos que la CMI fue de 33 a 42 mg/ml. Para el caso de la
inflorescencia de A. striata la CMI vari6 de 40 a 45 mg/ml. No se determiné la CMI de
los extractos metanélicos de los escapos de ambas especies de Agaves debido a que
fueron muy altas alcanzando niveles superiores a 60 mg/ml. Con respecto a esto se
tienen reportes de que las CMI obtenidas en condiciones de simuladas de almacén
suelen ser mucho mayores a las encontradas en medio liquido (Sinchez, C., 1999)
como lo encontramos en este estudio, esto puede ser debido a que no existe una buena
difusion de los compuestos activos en sustratos sOlidos y probablemente a que el maiz
es un sustrato que presenta todos los nutrientes para un mejor y adecuado desarrollo de
los hongos, por lo que es mas dificil lograr su inhibicion (Trenk, L.H. et al).

Se ha reportado que las aflatoxinas son producidas principalmente por dos
especies ubicuas de Aspergillus (http://193.51.164.11/htdocs/Monographs/Vol56/09
-afl.htm). En nuestros ensayos las cepas 1273 y 1299 de A. flavus sblo sintetizaron las
aflatoxinas B1 y B2 y no se detectaron las aflatoxinas G1 y G2. La cepa 148 de 4.
parasiticus, produjo las cuatro principales aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. En esta cepa, la
aflatoxina G1 fue la que se produjo en mayor cantidad (1.04 pg/ml), seguida por la Bl
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(0.87 pg/ml), la B2 (0.52 pg/ml) y por Ultimo la G2 (0.07 pg/ml). Esto coincide con
lo reportado previamente al mencionar que la prevalencia de las aflatoxinas depende de
la distribucién geogrifica y de la cepa productora, ya que A. flavus solo sintetiza las
aflatoxinas B y A. parasiticus sintetiza las B y las G (3), (Martins, M.L., 1999; Horn,
B.W., et al, 1999) tal como lo encontramos en este estudio.

En cuanto a la variabilidad en la produccion de aflatoxinas por parte de
Aspergillus, pueden ser atribuidas a las condiciones climéticas y a las practicas agricolas,
que incrementan la susceptibilidad de plantas a la invasién por A. flavus. (Hill, R.A., &
al, 1983; Jones, RK., e al, 1981; Klich, M.A., 1987). Sin lugar a dudas, las
variaciones en la sintesis de aflatoxinas in vitro y en condiciones simuladas de almacén,
tambien dependen enormemente de la estandarizacion de las condiciones a las cuales el
hongo es cultivado. Aunado a esto, se tiene suficiente referencia de que las poblaciones
de los hongos productores de aflatoxinas, son extremadamente diversas genéticamente,
por lo que varia considerablemente su capacidad de sintetizar las mismas (Horn, B.W.,
et al, 1996; Huang, X., et al, 1994; Lisker, N., et al, 1993; Richard, J.L., et al, 1992).

Cuando a las cepas fingicas se les agregaron diferentes concentraciones de los
extractos, se observo una reduccién significativa en la sintesis de aflatoxinas (al agregar
el 50 y 75% de la CMI principalmente). Establecimos que el grado de inhibicién de la
aflatoxina B1 fue del 75 y 96% al utilizar el 50 y 75 % de la CMI y para el caso de la
aflatoxina B2, al agregar el 50% de Ja CMI se inhibi6 el 99.99% la sintesis de
aflatoxinas, y consecuentemente a mayores concentraciones del extracto, no hubo
deteccién de la misma. Con respecto al extracto de A. sriata, la reduccion de la
produccién de aflatoxina B1 al utilizar el 50% de la CMI fue de 99.98% y para la
aflatoxina B2 la adicién del 50% produjo una reduccion del 90 al 99.7% (con el 75%
de la CMI). Cuando se agregd extracto al 25% de la CMI, la disminucion de la
produccién de aflatoxina B2 fue del 50%. Esto se explica ya que el efecto de una

inhibicién total o parcial del crecimiento o de la sintesis de aflatoxinas dependera en
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gran medida de la concentracién a la que se encuentre el compuesto activo (Malo, L.,
1977 ; Thompson, W.A.R., 1980)

Se ha mencionado que el CPA y las AFL’s comiinmente se producen juntas en
bienes agricolas (Landsen, ].A., et al, 1983; Urano, T., et al, 1992). En nuestro estudio
corroboramos esto cuando trabajamos con A. flavus 1299, la cual sintetizb en cantidades
destacables tanto aflatoxinas como acido ciclopiazonico. Sin embargo la cepa 1273 no
se comporto igual. Algunos investigadores han mencionado que existe una correlacion
positiva entre la produccion de CPA y de AFL’s, pero como ya se menciond, existe
considerable variacién en la sintesis de toxinas entre individuos (Horn, B.W., & dl,
1996). Se tienen reportes de que aproximadamente el 12 % de las cepas aisladas en
campo producen unicamente CPA, e incluso se han detectado diferencias significativas
en la produccion de AFL's y CPA, entre cepas aisladas de diferentes regiones (Dorner,
J.W., 1998; Martins, M.L., 1999, Horn, B.W., & d, 1999). Ad como también
podemos encontrar cepas de A. flavus que coproducen ambas toxinas, solo una o
ninguna de ellas (Horn, B.W., 1996; Huang, X, et al, 1994; Lisker, N., et al, 1993;
Richard, J.L., et al, 1992).

El acido ciclopiazdnico es una toxina que no se produce por A. parasiticus (Finoli,
C., et al, 1999; Luk, K.C., & al, 1977; Gqaleni, N., et al, 1996, Gallagher, R.T., et dl,
1978), tal como se demostro en esta investigacibn, puesto que no fue detectada en
nuestro estudio.

Este estudio es un argumento fuerte de que si un antimicrobiano natural es
efectivo in vitro y en condiciones simuladas de almacén, pudiera llegar a ser una
alternativa potencial para el control de este tipo de hongos. Estos extractos podrian ser
sujetos a estudios de caracterizacibn de compuestos activos, para realizar estudios de
toxicidad subsecuentes in vitro y con animales de laboratorio, como una alternativa para

el control de microorganismos daninos.
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CONCLUSIONES

Los extractos metanoélicos de las inflorescencias de Agave asperrima y de A. striata

fueron los que presentaron mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento y la sintesis
de aflatoxinas.

Los extractos acuosos y alcohdlicos de la raiz y de las hojas de los Agaves
probados no presentaron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las cepas de
Aspergillus.

Se presentaron diferencias significativas en la concentracién minima inhibitoria
exhibida en medio liquido comparada con la CMI obtenida en maiz (condiciones
simuladas de alrsacin).

Las concentraciones probadas con 50 y 75 % de la CMI son consideradas dosis
subletales y a pesar de esto afectaron significativamente el crecimiento de los hongos y
la sintesis de sus toxinas.

El extracto metanolico de A. striata presentd mayor efecto inhibitorio sobre la

sintesis de toxinas, mientras que el de A. asperrima lo hizo en contra del crecimiento.
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