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RESUMEN

Las aflatoxinas, compuestos que presentan propiedades hepatogénicas,
teratogénicas y téxicas, son metabolitos secundarios producidos por Aspergillus flavus
Link ex Fries y A. parasiticus Speare. Estos hongos pueden crecer en una gran
variedad de productos de la agricultura, incluyendo maiz, avena, sorgo, cacahuate,
etc, ocasionando una pérdida de granos post-cosecha estimada en millones de
toneladas por aifo.

Los extractos naturales de plantas pueden proveer de una alternativa en la
preservacion de granos almacenados susceptibles a la contaminacion fungica y por
ende, la contaminacién con micotoxinas como las aflatoxinas.

Se realizaron experimentos con algunas plantas, encontrando que solamente
algunos extractos de las plantas Larrea tridentata (CD) Cov. (gobernadora) y Yucca
schidigera Roezl ex Ortgies, presentaron propiedades antifungicas.

L. tridentata es una fuente notable de productos naturales, ya que de ella se han
extraido ceras, aceites esenciales, saponinas, triterpenos y una gran cantidad de
fenoles, de los cuales se sabe que pueden tener actividad antimicrobiana. Por su
parte, Y. schidigera es una planta de la familia de las Liliaceas, sus exiractos se
utiizan en la industria refresquera, en la de alimentos para ganado y como
antibacterial contra los microorganismos de la flora del rumen del ganado.

En este trabajo se'realizaron extractos cloroférmico y metandlico de L. tndentata
y acuoso, cloroformico y metandlico de Y. schidigera. Para determinar el efecto de
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estos extractos en el crecimiento y produccion de aflatoxinas de A. flavus y A.
parasiticus, se probaron en medio sélido (PDA) y medio liquido (SMKY) . La medicion
del crecimiento en estos medios se determiné como crecimiento radial y peso seco
respectivamente y las afiatoxinas se cuantificaron por el método propuesto por la
AOAC.

Encontramos que las CMI del extracto cloroférmico de gobemadora
determinadas en PDA fue de 83 mg/mL y con respecto al metanélico fue de 1313
mg/mL. En medio SMKY, las CMI del extracto cloroférmico fue de 1543 mg/mL,
mientras que el metanélico fue de 33+10 mg/mL. En cuanto a los extractos de Y.
schidigera, ias CMI de los extractos metandlicos en PDA variaron de 80 a 150 mg/mL,
dependiendo de la cepa y el solvente de resuspencion, de 40 a 100 mg/mL en el
cloroformico y de 60 a 80 en el acuoso. Las CMI de los extractos en medio SMKY
fueron como sigue: metandlicos de 100 a 150 mg/mL, cloroférmico de 80 a 100 mg/mL

y los acuosos de 60 a 85 mg/mL
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INTRODUCCION

Los cereales constituyen una parte importante de la dieta del mexicano. Dadas
las condiciones de precosecha, cosecha, almacenamiento, manejo y distribucion, los
cereales llegan a contaminarse con hongos filamentosos que generan toxinas. Entre
estos Ultimos se encuentran los del género Aspergillus, principaimente A. flavus, que
produce sustancias conocidas como aflatoxinas, algunas de las cuales se les ha
clasificado como agentes cancerigenos. La presencia de toxinas producidas por
hongos filamentosos es uno de los mas serios problemas de calidad en productores y
manufactureros de alimento, granos y cereales. Se han realizado numerosas
investigaciones sobre métodos fisicos, quimicos y bioldgicos para degradar o eliminar
a las aflatoxinas, sin embargo se ha comprobado que son compuestos quimicos
relativamente estables. Es por ello que deseamos estudiar una via alternativa para
controlar este problema de contaminacién, en este caso utilizando extractos de plantas
como inhibidores tanto del crecimiento de hongos como de la produccion de
aflatoxinas.

Uno de los controles que ha adquirido mas importancia en los ultimos anos, es
aquel que basa su accién en el uso de sustancias de origen natural, esto es, extractos
obtenidos de plantas con actividad como fungicidas, herbicidas, bactericidas, etc.

Los extractos o preparaciones de Yucca schidigera se utilizan en |a industria
refresquera como agentes saborizantes y espumantes; en la industria de cosméticos,
por sus propiedades tensoactivas, y en la industria de la alimentacién animal, por las

mejoras en la productividad de los animales, debido a una mejora en la calidad de la



atmésfera en los edificios donde se encuentran confinados, al disminuir las
concentraciones de amoniaco y acido sulfhidrico.

De las muchas plantas de las zonas aridas, las especies de gobemadora son
las mas quimicamente diversas. Este género produce ceras complejas, cientos de
compuestos volatiles, saponinas y otros triterpenos, una gran cantidad de fenoles
incluyendo muchas agliconas y glicosidos flavonoides y el acido nordihidroguaiarético
(NDGA)

En base a las investigaciones que se han realizado y a las ventajas que
presenta la utilizacibn de compuestos de origen natural para combatir hongos
contaminantes productores de toxinas, en nuestro trabajo analizamos extractos de
diversas plantas como antifungicos, determinando su efecto en cepas de A. flavus y A.

parasiticus, contaminantes frecuentes de granos y cereales en nuestro pais.



ANTECEDENTES

CA PRODUCCION DE MICOTOXINAS

Durante los dltimos 20 afios se han realizado estudios sistematicos de h.ongos Y
como resultado se han descubierto nuevas variedades y especies. El ‘comité de
expertos de la OMS sobre diferentes Aspectos Microbiolégicos de la Higiene de los
Alimentos reconocié una lista de 150 tipos diferentes de hongos productores de
micotoxinas téxicas para el hombre y los animales. Segun varios reportes, el género
llamado Aspergillus consiste de 18 variedades y 132 especies. A. flavus es un grupo
de hongos filamentosos constituyentes de la microflora en aire y suelo y es encontrado
en plantas y animales vivos o muertos (FAO,1930). Debido a esto, con frecuencia se
le encuentra en el proceso de almacenamiento de diversos productos, alimentos y
cereales contribuyendo a su deterioro (Goldblatt, L. A., 1965). Las micotoxicosis son
producidas por sustancias generadas por los hongos como producto de su
metabolismo, como las aflatoxinas producidas por A. flavus y A. parasiticus (FAQ,
1990).

Las aflatoxinas son metabolitos producidos por hongos que pueden estar
presentes en una amplia variedad de sustratos incluyendo los alimentos. La
contaminacioén de estos Ultimos y de piensos por el hongo puede suceder durante las
etapas de produccién, procesamiento, transporte 0 almacenamiento. No obstante, |a
presencia del hongo no significa que automaticamente la toxina esté presente

(Goldblatt, L. A., 1969).



Entre las propiedades de las afiatoxinas destaca su gran termorresistencia, ya
que el punto de ebullicion esta por arriba de los 200 °C. Todas las afiatoxinas exhiben
intensa fluorescencia cuando son excitadas por la radiacién ultravioleta, por ello su
evaluacién cuantitativa se basa en la comparacién visual o densitométrica de la
fluorescencia de la muestra con un estandar (Pefa, S. y M. Duran, 1990).

El crecimiento fungal y la contaminacién con micotoxinas son la consecuencia
de una interaccion entre el hongo, el sustrato y al medio ambiente. La combinacién
apropiada de estos factores determinan la infestacion y la colonizacion del sustrato,
asi como el tipo y cantidad de micotoxina producida. La contaminacién de animales y
del hombre resulta de la ingestion de alimentos contaminados. En el caso del hombre

esto es principalmente con granocs, carnes o leche contaminada (Torres, E., 1995).

PERSPECTIVA HISTORICA DE INTOXICACION POR AFCATOXINAS

Por muchos afios se supo que los hongos filamentosos producian metabolitos
toxicos, pero sus efectos eran ignorados. Haciendo un estudio retrospectivo, se
encontrd que en 1954 una enfermedad fatal conocida como hepatitis exudativa habia
dado muerte a cobayos. La causa de este problema se le atribuyd a la ingéstién de
alimento contaminado, muy posiblemente con aflatoxinas. En 1955 otra enfermedad
llamada hepatitis X se presentd en perros, y se encontro que el alimento estaba hecho
a base de harina de cacahuate; otro caso similar ocurrié en 1957 en cerdos y ganado
vacuno en donde se détect() la presencia de maiz mohoso en el pienso (Torres, E.,

1995).



Las investigaciones relativas a la enfermedad X de los pavos en Inglaterra en
1960 (Goldblatt, L. A., 1969) condujeron al establecimiento de la micotoxicologia. Los
estudios histopatolégicos de los pavos afectados revelaron dafios en el tejido hepatico,
asociado a necrosis en el ducto biliar. Paralelamente se aislé de las muestras A. flavus
y A. parasiticus que han sido identificados como productores de toxinas. La fuente de
intoxicacidn fue el alimento contaminado a base de harina de cacahuate. -El analisis
cromatografico de los compuestos permitié caracterizar cuatro productos quimicos
interrelacionados a los que se les llamé de manera genérica aflatoxinas (de A. flavus +
toxina) mas las letras B (blue) o G (green) con los subindices 1 y 2 para cada molécula
relativa de acuerdo con su movilidad cromatogréfica. Las afiatoxinas My y M. son
derivados hidroxilados de los compuesto$ anteriores que se encontraron en la leche
de vacas alimentadas con productos que contenian aflatoxinas B, y B, (Pefia S. y M.
Duran, 1950).

Hasta el momento, todos los seres vivos han resultado susceptibles a las
aflatoxinas. Algunas bacterias se inhiben en su presencia, ciertas plantas verdes
presentan clorosis (deficiencia de clorofila), las semillas pierden su capacidad de
germinacién, y el grado de toxicidad (que puede ser genética o no genética,
carcinogénica o mutagénica) varia de acuerdo con las especies. Las dosis |etales en
animales son variables, pero en el caso de la aflatoxina B, que es |la mas toxica,
pueden ser menores de 0.5 hasta 20 pg de aflatoxina por kg de peso corporal,
dependiendo del tipo de ensayo biolégico y del tipo de aflatoxina (Pefa, S. y M.

Duran,1990).



Se han realizado estudios en pollos que estan expuestos a alimento
contaminado con aflatoxinas, encontrandose un nivel de aflatoxinas de 0 a 2 ppm. Se
demostré que esto afectaba adversamente la retencion de nutrientes por los pollos, asi
como reducia la proteina en suero y producia un incremento en fosfatasa alcalina y en
algunas transaminasas (Johri, T. S. y V. R. Sadagopan, 1989). .

En mamiferos, la aflatoxicosis provoca una amplia variedad de manifestaciones
patologicas relacionadas con la capacidad de la aflatoxina para obstaculizar la sintesis
de las proteinas, para reaccionar con |as macromoléculas y organelos celulares y para
interferir en la produccién normal de sistemas enzimaticos. El envenenamiento agudo
con aflatoxinas causa necrosis y disfuncion hepatica y extensas lesiones hemorragicas
que resultan letales. *

En 1964, LeBreton y sus colegas propusieron que las aflatoxinas son
cancerigenas para el humano. Actualmente existen muchos reportes del efecto de
éstas sobre el desarrollo de carcinoma hepatocelular primario en el hombre. Ademas
de ello, estas sustancias afectan adversamente los procesos vitales ya que poseen
una propiedad inmunodepresora. Esta ultima propiedad se ha demostrado en aves,
cerdos, caballos, conejos y ratones, y se ha observado que los cerdos juveniles y las
aves son las especies mas sensibles a la inmunotoxicidad de las aflatoxinas (Ray P. K
et al, 1991).

En 1989 se realizé un estudio de los niveles de exposicion a aflatoxinas en
personas que laboran en la molienda de arroz ya que los trabajadores solian presentar
con frecuencia enfermeélades respiratorias. Se condujo un muestreo en diferentes
lugares de las fabricas como el lugar de procesamiento, el aimacén y las oficinas. Al
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analizar los resultados, encontraron que los dos géneros que se encontraban en
mayor abundancia eran Cladosponium y Aspergillus, siendo las especies mas
frecuentes A. nidulas, A. flavus y A. niger, conocidos agentes causales de aspergilosis

(Desai M. S. y S. K. Ghosh, 1989)

Asperglllus y aflatoxinas en alimento

En estudios recientes se ha encontrado que no sélo granos y cereales son
susceptibles a la contaminacién por A. flavus y/o aflatoxinas. En 1993, Kumar y Roy,
hicieron una revision de 50 plantas que se utilizan en la medicina tradicional hindu
para curar padecimientos del higado, encontrando que 28 de ellas presentaban
diferentes niveles de aflatoxina By y sélo una con aflatoxina G;,. Dichas
concentraciones de aflatoxinas estan por arriba de los niveles permitidos por la FDA
(Food and Drug Administration).

Existen algunas investigaciones que reportan que cuando se usa maiz
contaminado con aflatoxinas y después es procesado, ya sea para su fraccionamiento:

remojado, fibra, gluten, germinado y almidén (Yahl R. et al, 1971), o bien en el
procesado de tortillas de maiz (Ulloa-Sosa M. y H. W. Schroeder, 1969), el producto
final comercial se puede encontrar con bajos niveles de aflatoxinas. Sin embargo se ha
reportado que los procesos como la alcalinizacién, hace que decrezca la fluorescencia
de las aflatoxinas, pero _Ia reaccion es reversible con un tratamiento de acidificacion
(Ulloa-Sosa M. y H. W. Schroeder, 1969). En el caso de otros tipos de tratamientos,

los niveles de aflatoxinas no bajan (Yahl R. et a/, 1971).



Recientemente se realizé una investigacién sobre la ocurrencia de A. flavus y
aflatoxinas en pistachos, el cual es un sustrato comin para esta especie. Se
encontraron concentraciones muy variables de aflatoxinas dependiendo de la parte del
pistacho a analizar y de las condiciones del mismo, siendo que el pistacho con la testa
completa era menos susceptible a la contaminacion con este hongo (Mahoney N. E. y
S. B. Rodriguez, 1996).

Se ha encontrado que productos como el arroz se contaminan por A
parasiticus y A. flavus en condiciones climatolégicas de almacén, como una alta
humedad y 30 °C, observandose una concentracién maxima de toxinas después de 15

a 33 dias (Schroeder H. W. et al, 1968)

CONTROL Y MANEIO DE MICOTOXINAS

Las aflatoxinas son consideradas como contaminantes inevitables de alimentos
y piensos. La mayoria de los paises han establecido los niveles maximos permitidos
para diversos tipos de alimentos. Algunos de ellos en base a sus propios estudios,
otros como los paises |atinoamericanos han adoptado |las reglamentaciones de la FDA
de los E.E.U.U. que son los siguientes:

20 ppb de aflatoxinas totales, para alimento de humanos

0.5 ppb de aflatoxina M, en leche

20 ppb para piensos

200 ppb para maiz destinado a ganado porcino

100 ppb para piensos usados para ganado vacuno y porcino de crianza y

aves de corral



En México la reglamentacion para aflatoxinas es la siguiente:
20 ppb de aflatoxinas totales para alimentos en humanos
0 ppb de aflatoxinas totales en alimentos para ganado lechero y aves
200 ppb para cereales para alimentos balanceados de bovinos y
porcinos de engorda (OPS, 1983 y Torres, E. 1995)

OCURRENCIA DE AFCATOXINAS EN MEXICO

La infeccion por aflatoxinas en campos de maiz fue reportada por primera vez
en la literatura cientifica en 1975 en Estados Unidos, siendo el grano la parte principal
contaminada de la planta. Desde entonces la presencia de estas toxinas ha sido
reportada en mayor 0 menor grado en otros paises como El Salvador, Costa Rica,
Guatemala, Haiti, Colombia, Ecuador, Kenia, India, Filipinas, Tailandia y México
(Tamaulipas, Chiapas y Baja Califonia) (Reyes, C. 1995).

En México se han realizado estudios sobre la ocurrencia de aflatoxinas en
diversos alimentos. En los afos 70 se analizaron tortillas, frijol, maiz, harina
nixtamalizada, nuez y alimento balanceado. La incidencia de aflatoxinas varié desde
1% hasta 100%. Durante 1980 a 1989 se analizaron cacahuate, mazapan, harina de
maiz, fécula de maiz, maiz blanco, sorgo, cacao y leche, encontrandose una incidencia
de 17, 48, 0, 0, 0, 33, 48 y 100% respectivamente (Guzman, D. 1994).

Entre 1989 y 1992 se realizé un .programa para supervizar la presencia de
aflatoxinas en maiz en el Estado de Tamaulipas. En el periodo de 1990-1991, se

encontré que el 66.5% de la cosecha se encontraba aceptable para el consumo
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humano y el 33.5% no pudo ser disponible como alimento, ya que contenia un nivel de
21 a 400 mg/Kg de aflatoxinas totales. Por lo que una tercera parte de la produccion
de maiz estaba contaminada (Juan-Lépez M. ef a/, 1995).

En el norte de Tamaulipas, se han realizado muestreos de maiz, y los niveles de
contaminacién por aflatoxinas son muy elevados. En Chiapas, se han encontrado
niveles bajos de entre 8 y 12 ppb, pero bajo condiciones adecuadas esta cantidad se
podria incrementar. En Baja California, en el afio de 1993, se hizo un monitoreo de
aflatoxinas en algodén y maiz, encontrando en campo cantidades de 16 ppb y en
almacén de 74 ppb, en cambio, en 1994, el promedio de aflatoxinas encontradas en
los cultivos fue de 381 ppb, con un rango de 9 a 2100 ppb (Reyes, C. 1995).

Se han realizado numerosas investigaciones sobre métodos fisicos, quimicos y
biolégicos para degradar a las aflatoxinas, ya que son muy estables. Sin embargo,
ninguno de los tratamientos analizados ha mostrado ser totalmente satisfactorio. Se ha
probado el tratamiento de muestras contaminadas con irradiacién, con calor seco y
humedo, obteniéndose una destoxificacion del 70% como maximo al utilizar calor seco.
También se ha probado el tratamiento con acidos y bases, ya que degradan a las
aflatoxinas, pero ademas de Que se requieren grandes cantidades de estos
compuestos, en ocasiones no reducen suficientemente los niveles en los alimentos
(Gray F. A. et al, 1982).

En 1994, se investigd el efecto de la inactivacion de las aflatoxinas utilizando
amonia, esto se llevd a cabo en semillas de algodén mediante dos métodos:
amonizacion a tempera{ura ambiente (APAT) y amonizacion a alta presion y alta
temperatura (HPHT). Después con este producto se alimentd a vacas. El tratamiento
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APAT redujo un 2.5% la incidencia de tumores hepaticos, en cambio con el método

HPHT no se observ( la aparicion de tumores hepaticos (Bailey G. S. et al, 1994).

ACTIVID AD ANTIFUNGICA DE EXTR ACTOS DE PCLANTAS

A través del tiempo, los métodos de combate de microorganismos patégenos o
deteriorantes de alimentos, han tenido innovaciones significativas, las cuales han sido
motivadas principalmente por la emergencia de nuevos patégenocs, por la creciente
demanda de alimentos y por la necesidad de evitar la contaminacién del medio
ambiente. Tomando en cuenta estos tres factores, uno de los controles que ha
adquirido mds importancia en los ultimos ;ﬁos, es aquel que basa su acciéon en el uso
de sustancias de origen natural, esto es, extractos obtenidos de plantas con actividad
como fungicidas, herbicidas, bactericidas e inseclicidas (Rovalo M. et a// 1983).
Ademas de ello, en general, la asimilacion de productos naturales por el hombre, es
mas facil que la de productos sintéticos.

El uso de plantas superiores para tratar infecciones tanto bacterianas como
fangicas es una practica muy antigua y en un tiempo fue el unico método disponible
para tratar enfermedades (Recio M. C. y J. L. Rios, 1989). Se sabe que los egipcios
utilizaban materiales de origen vegetal para preservar a sus muertos. Plinio, Virgilio e
Hipécrates ya mencionan en sus escrituras que el ajo se utilizaba como un tratamiento
para diversas enfermedades tales como indigestion, neumonia e infecciones (Davison,
M. 1993). A finales del siglo XIX y principios del XX, se demostraron las propiedades

de algunos aceites extraidos de plantas. Chamberland (1887) mostré que el aceite de
11



canela inhibié la esporulacién de Bacillus anthrax. En 1910, Grove pudo preservar
salsa de tomate con extractos acuoso y alcohdlico de clavo y de canela. Hoffman y
Evans (1931) y Corran y Edgar (1933) demostraron las propiedades germicidas de las
especias y aceites esenciales de diversas plantas. Prasad y Joshi (1929)
recomendaron preservar frutas utilizando una infusion de sal con clavo. Mas
recientemente, Webb y Tanner (1944) demostraron que las infusiones de canela, clavo
y pimienta prevenian el crecimiento de levaduras en caldo de cultivo. Frazier (1967)
demostré que el aceite de canela fue un inhibidor efectivo de levaduras y bacterias, y
que en concentraciones altas evitaba el crecimiento de hongos filamentosos y asi
mismo, la formacién de la espora asexual.

La busqueda de antimicrobianos se debe realizar, utilizando diversas técnicas
de extraccion, lo que permite tener diferentes fracciones de una misma planta con una
variedad de tipos de compuestos que pudieran tener por consiguiente, otros modos de
accion (Mitscher L. A. et a/, 1972).

Una de las formas mas comunes de utilizacién de extractos de plantas, es como
aceites esenciales. En 1978 se mostrd el efecto bacteriostatico de aceites esenciales
de fragancias crudas que se utilizan en los jabones (Morris A. et al, 1978).

Existen cuatro factores especialmente importantes que se deben tomar en
cuenta para el analisis de la actividad antimicrobiana de los aceites: la técnica de
ensayo, el medio de cultivo, el microorganismo y el aceite esencial (Jassen A. M. ef a/,
1986).

Una de las pl;-mtas mayormente estudiadas a la fecha para combatir
microorganismos perjudiciales es Allium sativum, (ajo);, desde 1969 se han realizado
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numerosos trabajos en los que prob6 la actividad antimicrobiana de este. (Delaha, E.
C. 1985; Johson M. G. ef a/, 1969 y Moore G. S y R. D. Atkins, 1977). Asi como
también se tratdé de identificar la naturaleza del compuesto activo. En 1969 se
demostré que el componente del ajo y de la cebolla que inhibia a Salmonelia
typhimurium era un compuesto disulfuro alifatico volatil: la alicina, la cual tenia una
actividad bacteriostatica (Jonhson M. G. y R. H. Vaughin, 1969). Anos después se
probé el aceite esencial de ajo y de cebolla en la produccion de la toxina de
Clostridium botulinum, la cual inhibié sélo parcialmente (De Wit, J. C. et a/, 1978).

En 1977 Moore G. Sy R. D. Atkins demostraron que el extracto acuoso del ajo,
tenia actividad fungicida y fungostatico, contra levaduras de importancia médica. Un
tiempo después se analizd6 contra “micobacterias incluyendo Mycobacterium
tuberculosis, observandose que el extracto de ajo era un fuerte inhibidor de
micobacterias.

Yashphe J. et al analizaron la actividad antibacterial de Artemisia herba-alba, y
su componente activo, el alcohol santolina que se encontraba en el aceite esencial de
esta planta. Tiempo después, se prob6 el efecto de varios aceites esenciales sobre
levaduras, siendo los de mayor poder inhibitorio del ajo, pimienta, canela, clavo,
cebolla y orégano (Conner D. E. y L. R. Beuchat, 1984). En 1993 se analiz6 la
actividad antimicrobiana del aceite de Mefaleuca alternifolia, siendo efectivo contra A.
niger y Candida albicans (Carson C. F. y T. V. Riley, 1993).

Ademas de las plantas que se utilizan normalmente como especias en el
alimento, también se har; analizado otras que podrian ser antimicrobianos potenciales.
En 1980, se estudi el efecto de extractos del alamo (Populus sp) contra bacterias
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patogenas y levaduras de importancia médica como C. albicans, en este trabajo
encontraron que las extracciones acuosas y con cloroformo eran activas para las
bacterias y levaduras, y que las fracciones metanélicas y con éter de petréleo eran
inactivas o pabres antibacterianas (Van Hoof L. et al, 1980).

Rovalo M. ef a/ realizaron un estudio muy completo sobre la barreta (Helietta
parvifolia), un recurso natural de nuestra regidon, y se encontré6 que la fraccion
obtenida por arrastre de vapor como aceite esencial, tenia un alto potencial fungicida,
inhibiendo completamente el crecimiento de Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusanum
sp., y alterando anatémica y fisiolégicamente a A. niger, A. ochraiceus y A. flavus
(Rovalo et a/, 1983).

En numerosas investigaciones, se ha tratado de elucidar cual es la naturaleza
del compuesto activo de los extractos de plantas que tienen alguna accion
antimicrobiana. En 1980, se estudiaron los compuestos poliacetilenos de las plantas
de la familia Asteraceae. Estos son derivados del acido oléico y algunos de los
principales son la tiarubrina A, que es un agente antifingico en la oscuridad y no tiene
actividad antibacteriana. Este compuesto en exposicién a la luz uitravioleta se
convierte en tiofeno que es extremadamente toxico para hongos y bacterias en la luz;
con esto concluyeron que las plantas que producen furanoacetilenos, tiarubrinas,
tieofenos o compuestos alifaticos con 4 o 5 triples enlaces conjugados exhiben
fototoxicidad a hongos y bacterias. En 1989 se estudiaron plantas de zonas aridas que
son productoras de fototoxinas con accién biocida, en este caso, algunas especies de
la familia Asteraceae y 'Larrea tridentata tenian una potente actividad antimicrobiana
en ausencia de luz (Downum K. et a/, 1989).
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El-Gammal A. ef al, estudiaron la actividad antimicrobiana de algunos
compuestos flavonoides, mostrandose que en general los hongos fueron mas
sensibles a su accibn que las bacterias. En 1994 se aislaron compuestos
isoflavonoides del género Astragalus, con una marcada actividad antimicrobiana
(Elsebakhy N. A. et al, 1994). .

En 1987, Rios J. L. et al/, probaron |a actividad antimicrobiana de algunas
plantas de Espafia, y determinaron que el efecto antimicrobiano de esas plantas
radicaba en los compuestos fendlicos (flavonoides y acidos fendlicos) y lactonas
sesquiterpénicas (terpencides). En 1993 se aislé un compuesto fenblico de la cliva
llamado oleuropeina, y se mostré6 su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus y la produccion de enterotoxina B (Kabayaski A. et al, 1994).
En ese mismo ano, Tuncel G. et a/ determinaron que la actividad de los compuestos
fendlicos es antioxidante, y que el acido cafeico es muy efectivo como inhibidor de
bacterias como S. aureus, B. cereus E. coli y S typhimurium. En 1994, se aisldé un
compuesto fendlico producido por una peroxidasa del rabano que tenian una marcada
actividad antimicrobial contra hongos y bacterias.

En 1988, se aislé un nuevo diterpeno de Echinolena inflexa, el cual tiene
actividad no séio antimicrobiana, sino también antineoplasica (Nicoletti M. et &/, 1988).
En ese mismo ano, Martino V. ef al, aislaron compuestos polifenélicos y flavonoides
de Achyricline tomentosa, que pertenece a |a familia de las compuestas (Martino V. et
al, 1988). Mientras que Betto P. et al, analizaron otro miembro de la misma familia,
Artemisia arborescens, y se concluyé que la familia de las compuestas es un grupo

muy importante por la actividad biolbgica de sus componentes principales: |las lactonas
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sesquiterpénicas en sus partes aéreas y sus compuestos poliacetilénicos y lignanos
tetrahidrofuranicos de sus partes subterraneas las cuales muesiran actividad
antitumoral y antifingica (Betto P. ef a/, 1988). En 1991 se hizo una busqueda de
actividad antimicrobial en plantas mediterraneas, probando 22 extractos de diferentes
especies de plantas contra 9 especies de hongos y 6 especies de bacterias. Los
hongos filamentosos A. parasificus y Fusanum culmorum fueron inhibidos por dos
especies de la familia de las compuestas y una graminea (March C. ef al, 1991).

Ademas de algunas especies de la familia de las compuestas como se muestra
en los reportes antes citados, en 1988 Lopes L. M. ef a/, encontraron que los
miembros de la familia Aristolochiaceae tienen la habilidad de sintetizar alcaloides
fenantrénicos y arilpropanoides, que incluyen lignanos y nealignanos que tienen
propiedades antitumorales, antifungicas, antibacterialés e insecticidas.

En 1994, se aislaron compuestos antifungicos de algunas especies de
Zygophyllum, |a fraccién extraida con éter de petr6leo, no mostré efecto antifingico,
pero la fraccién metaﬁélica exhibié un alto potencial (Ouf S. A. et a/, 1994).

En 1993 se analizé la actividad antimicrobiana de un compuesto llamado
xantina, aislado de la planta Xanthium spinosum, y este compuesto mostré tener
actividad contra B. cereus y S. aureus pero no contra E. coli y S. typhi. Cuando se
probd con hongos, tuvo un efecto inhibidor contra Collefotrichum sp., un bajo efecto
con F. oxyspora y ningun efecto contra Penicillium italicum y A. flavus (Ginesta-Peris
E. et al, 1994). En 1994, se aislaron xantonas de la planta Garcinia cowa, la cual
mostré actividad antimic;'obiana al probarse contra S. aureus (Pattalung P. N. et a/,
1994).
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Del género Safvia, miembro de la familia Labiaceae, se aislaron diterpenos
abietanicos gque tienen actividad bactericida, antifingica, y antitumoral . Por ofra parte
se aislaron tres glucésidos de &cido quinbvico de Bhesa paniculata (Celastraceae),
planta que es utilizada como planta medicinal en Indonesia (Ohashi K. ef a/, 1994).

En 1993 Linton C. J. ef al, realizaron una revision de los compuestos volétiles y
su actividad biolégica, y encontraron que muchos de ellos tienen un efecto inhibitorio
en los microorganismos, pero hay algunos que hacen que incrementen las poblaciones
bacterianas y fungicas. Se analizaron los compuestos emitidos por las semillas de frijol
y pepino cuando estan en su etapa de germinacién y se comprobd que reducian la
esporulacién de hongos filamentosos como Penicillium sp. y Gelasinospora cerealis.
Después se demostrd qué las hojas de” algodén emitian compuestos volatiles que
inicialmente inhibian el crecimiento de A. flavus y que después de 7 dias el efecto de
esas sustancias era estimulante del crecimiento del hongo. En 1994, se observé que
los productos volatiles del neem, después de incubarse por 3 dias con un cultivo de A.
parasiticus, producian una reduccién de 90% de la produccién de aflatoxina y un 51%
de reduccién de la biomasa del hongo, en comparacion con el control que no tenia
estos compuestos volatiles (Martino, V. et a/, 1988). En 1994, Eberhardt T. et a/
aislaron polimeros de proanoacianidina (taninos condensados) de extractos de
semillas de Picea glauca, Pinus banksiana, P. nigra, P. ponderosa y P. taeda y se
prob6 su actividad antifingica contra Ceratocyslis coerulescens y Schizophyllum
commune, determinando que efectivamente tenian propiedades inhibitorias contra

estos hongos.
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En 1986 se reportd que las saponinas son glucdsidos que tienen el potencial de
afectar la resistencia a las enfermedades en plantas, y Polancheck |. et al
comprobaron que las saponinas tienen una toxicidad selectiva a hongos. Por otfro
lado, en 1990 se estudié un compuesto "G2" aislado de la raiz de la alfalfa
aplicandoio en lesiones producidas por hongos dermatofitos en cobayos infectados
experimentaiments, y se comprobd que después de 12 a 15 aplicaciones, sanaba el
80% de las lesiones (Evron R. ef a/, 1990). En 1991, Elias R. et a/, aislaron saponinas
triterpenoides de Hedera helix y se determiné su actividad bioldgica, encontrando que
tienen propiedades antifungicas, antinelminticas, moluscocidicas y antimutagénicas.

En 1989 se realizd una revision de algunos de los compuastos antimicrobianos
aislados de plantas, en los que se mencionan las fitoalexinas como compuestos que
producen las plantas en respuesta a una infeccion, su accién antifungica ha sido
estudiada y probada (Recio M. C. y J. L. Rios, 1989). En 1994, se aislo un par de
compuestos de Camelina sativa con un alto potencial antifungico que resultaron ser
fitoalexinas (Conn K. L. et a/, 1994). Ya desde 1988 se habia aislado de la zanahoria la
fitoalexina GMM que es capaz de inhibir el crecimiento de células bacterianas,
fungicas, animales y vegetales, alterando la permeabilidad de |la membrana (Amin M.
et al, 1988).

En Latinoamérica se han hecho busquedas de plantas que se utilizan para el
tratamiento de diversas enfermedades, por ejemplo: en 1990 se probaron 84 plantas
contra 5 enterobacterias (Céaceres A. et al, 1990); un tiempo después se analizo la

actividad de 38 extractos de plantas contra Candida spp (Caceres A. et al, 1990). Y en
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1991, se analizaron 68 extractos etanélicos de plantas contra microorganismos que
causan enfermedades en las vias respiratorias (Caceres A. et al, 1991).

El estudio de los compuestos antimicrobianos aislados de las plantas, a lo largo
de mucho tiempo, nos muestra que son de diferente naturaleza, como alcaloides,
cromanos, flavonoides, fenoles, secoiridoides, antraquinonas, terpenos,
floroglucinoles, écidos fenélicos, saponinas y lactonas principalmente (Recio M. C. y J.
L. Rios, 1989).

La mayoria de los estudios sobre la actividad antimicrobiana de plantas,
ademas de su ya legendaria utilizacion en la medicina tradicional, buscan una
aplicabilidad para resolver problemas reales, por ejemplo, en 1993, Sinha H.N. ef al,
utilizaron extractos de plantas medicinales para combatir enfermedades fungicas de
los platanos, ya que éstos se ven contaminados por hongos como F. oxysporum,
Curvulana lunata, Trychothecium roseum y A. niger, obteniendo buenos resultados

En 1982, Azzouz M. A. y L. B. Bullerman hicieron un estudio comparativo de los
efectos antimicéticos de 16 hierbas aromaticas y especias, otras 4 plantas y 3 agentes
comerciales antifungicos (Acido tanico y dos inhibidores experimentales) sobre el
crecimiento de 7 hongos filamentosos productores de toxinas. De las 26 sustancias
probadas, el clavo, la canela, la mostaza, la pimienta, el ajo y el orégano en una
concentracion del 2% inhibieron a los 7 hongos filamentosos micotoxigénicos
probados, asi mismo, el sorbato de pota§io al 0.3% tuvo una actividad fuertemente
inhibitoria en las 7 especies. El antibidtico antifungico natamicina fue altamente
efectivo y las combinaciones de diferentes niveles de sorbato de potasio y clavo
mostraron una potencializacion del efecto sobre los 7 hongos.
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INHIBICION DE LA PRODUCCION DE AJCATOXINAS

La biosintesis de las aflatoxinas involucra a una ruta metabélica compleja
desde decacetida via antraquinona y xantona como intermediarios, muchas de las
etapas ya estan bien entendidas a nivel molecular, pero el control y la enzimologia de
la produccion de las aflatoxinas no esta bien comprendida, sélo se sabe que la afectan
muchos factores ambientales y nutricionales (Gray F. A. ef al/, 1982).

En los dltimos afos, algunas especias han sido analizadas para inhibir y
controlar hongos aflatoxigénicos (Bilgrami K. S. et al, 1992). En 1974, Bullerman
analizé el efecto sobre el crecimiento de A. parasiticus y la produccién de aflatoxina de
los aceites de canela (Cinnamomun zelyanicum) y de clavo (Eugenia aromatica). Se
determind que la canela contenia entre 0.5 a 1.0% de aceite volatil compuesto por
aproximadamente 75% de aldehido cinamico, 8% de eugenol, algo de &cido cindmico y
otros compuestos. Y el clavo contenia 14 a 21% de aceites volatiles con mas del 95%
de eugenol. Las cuatro sustancias inhibieron tanto el crecimiento de A. parasiticus
como la produccion de aflatoxinas, necesitando cantidades de 200-250 ppm de aceite
de canela o de clavo, 150 ppm de aldehido cinamico o 125 ppm de eugenol. En este
mismo afio, Bullerman publico otro trabajo en el que se mostré la actividad de la
canela contra la produccion de aflatoxina por A. flavus, teniendo una inhibicién de B1,
B2, G1 y G2 a una concentracion del aceite de 1%, 0.2%, 0.2% y de 0.2%
respectivamente.

En 1992, Bilgrami K. S. demostré Ia inhibicion de la produccién de aflatoxina y
crecimiento de A. flavus en granos de maiz, utilizando extracto de ajo y cebolla

ademas de eugenol aislado. Encontré que la maxima inhibicién de crecimiento micelial
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ocurri6 con el extracto de ajo (61.94%), y la inhibicion mayor de produccion de
aflatoxina ocurrié con el extracto de cebolla (60.44%). El eugenol fue el inhibidor con
mayor disponibilidad para inhibir la produccién de aflatoxina (60.35%) en los granos de
maiz.

El aceite de eucalipto es conocido como antiséptico, profilactico y antinelmintico,
y en 1991 (Ansari A. A. y A. K Shivastava) probaron su accion sobre el crecimiento y
la producién de aflatoxinas por A. flavus. Para esto se adicionaron al medio tres
diferentes concentraciones (0.05, 0.1 y 0.2 mg/50 ml de medio). A los 6 dias se
observé una inhibicién de crecimiento y de la procjuccién de aflatoxina, esta inhibicién
se incrementd proporcionalmente a la concentracion del aceite. A los 12 dias de
incubacién, hubo un aumento en |a produccion de aflatoxina, la tasa de
potencializacion de la produccion de la toxina fue directamente proporcional a la
concentracion del inhibidor aplicado, pudiendo existir una correlacién entre el estrés y
la biosintesis de aflatoxinas.

En 1989, Farag R. §. et al analizaron la influencia de algunos aceites
esenciales de especias, en el crecimiento de A. parasiticus y la produccién de
aflatoxinas en un medio sintético. Ellos determinaron que entre los compuestos de
cada aceite esencial de tomillo, comino y clavo, se encontraban timol, aldehido de
comino, eugenol, carcoma, bormeol y tujona. A la vez demostraron que los aceites
causaban una completa inhibicién del crecimiento micelial y de la produccion de
aflatoxina.

Patkay K. L. et a/ en 1993 probaron el efecto de los aceites esenciales de
canela, clavo, almendra y cardamomo en el crecimiento y la produccion de aflatoxina
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B1 por A. flavus. Los aceites de la canela y del clavo, inhibieron completamente el
crecimiento y la produccion de aflatoxinas a una concentracion de 0.5 y 1 pU/mL de
medio respectivamente. El aceite de almendra y el de cardamomo sélo afectaron el
crecimiento cuando su concentracion excedid los 1.25 pL/mL. La produccién de
aflatoxina se vio estimulada con el aceite de aimendra a una concentracion de 0.75
pL/mL o por una concentracion de aceite de cardamomo de 0.25 y 0.5 pL/mL.

La utilizacién de aceites esenciales se ha llevado a la practica de manera
experimental, por ejemplo, en 1992 Sinha K K. et al, analizaron "in vitro" el efecto de
los aceites de clavo y de canela en el crecimiento y la produccion de aflatoxina por A.
flavus. El efecto de estos compuestos se verificd con la produccién de aflatoxina en el
maiz reproduciendo las condiciones de almacenamiento. En medio de cultivo, ocurrié
una reduccién significativa de la produccion de aflatoxina al utilizarse los aceites a
concentraciones mayores de 100 uyg/ml. El aceite de canela exhibié la mayor accién
inhibitoria y redujo un 78% la formacion de aflatoxina en maiz al emplearse a una
concentracion de 1 mg/kg. Un afo antes, Chatterjee D. propuso una formulacién
efectiva para el almacenamiento de maiz libre de hongos y aflatoxina. El se basé en la
eficacia del aceite de canela como inhibidor del crecimiento del hongo y la produccion
de aflatoxina. La mezcla contenia ademas una solucién de cloruro de sodio al 5%, que
inhibia sinergisticamente la infeccidbn por los hongos, el crecimiento de éstos, la
produccién de aflatoxinas, y el deterioro de los granos de maiz, ya que causaba una
disminucién en su germinabilidad.

Ademas de los aceites esenciales examinados, también se han probado otras
plantas medicinales. En 1992, Kumar S. y G. Prasad analizaron el extracto acuoso de
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una planta medicinal de la India Andrographis peniculata, a diferentes concentraciones
(3, 5, 8 y 10 mg/ml) sobre el crecimiento y producciéon de aflatoxina por A. flavus.
Ellos mostraron que la inhibicién maxima de la produccion de aflatoxina y crecimiento
de A. flavus fue con 10 mg/mi, teniendo un 78.6% de reduccion de aflatoxina B1 y un
75.1% de disminucién de crecimiento micelial, encontrando que el crecimiento y la
produccion de aflatoxina son procesos correlacionados.

En 1994 Prasad G. ef a/ analizaron la planta Amorphophallus campanulatus y
el oxalato de calcio como inhibidor de la biosintesis de aflatoxina. Ellos encontraron
que el oxalato de calcio era uno de los componentes principales de esta planta, por lo
que lo probaron por separado. Determinaron que a una concentracion de 4.5 mg/ml de
extracto de las hojas de A. campanulatos y a una concentracion de 0.4 mg/ml de
oxalato de calcio, se inhibia el crecimiento y la biosintesis de aflatoxina.

Goodrich-Tanrikulu et al, en 1995, lograron aislar un compuesto llamado metil
jasmonato, que es un regulador de crecimiento. Se le analizd su efecto sobre la
produccion de aflatoxinas de A. flavus, y se encontrd que inhibia tanto el crecimiento
como la produccion de aflatoxinas.

En 1988, Badii F. y M. O. Moss probaron el efecto de los fungicidas
tridemérficos, fenpropimérfico y fenarimol en el crecimiento y la produccién de
aflatoxina por A. parasiticus. El tridemorfico, fenpropimérfico y fenarimol, inhibieron, en
concentraciones de 240, 250 y 0.75 pg/ml respectivamente, el crecimiento de A.
parasiticus. El fenpropimérfico fue el compuesto mas efectivo y es considerado un
inhibidor del citocromo P 450, lo cual influye en |a tasa de proporcién de |as aflatoxinas
B y G, ya que ése esta involucrado en la conversion de aflatoxina B a G.
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HIPOTESIS

Los extractos de varias plantas del norte de la republica presentan sustancias
capaces de inhibir el crecimiento y la produccion de aflatoxinas de Aspergillus flavus y

A. parasiticus
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OBJETTIOS

Demostrar en forma preliminar el efecto de extractos de plantas utilizadas como
antifingicos empiricos, sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y A.

parasiticus
Aislar las fracciones de los extractos crudos de las plantas, que muestren efecto
inhibitorio en el crecimiento y/o en |a produccién de aflatoxinas por el hongo A.

flavus y A. parasiticus.

Determinar el efecto de las fracciones sobre el crecimiento radial, peso seco y

produccion de aflatoxinas de A. flavus y A. parasiticus

Establecer las concentraciones minimas de las diferentes fracciones que inhiban el

crecimiento y la produccién de aflatoxinas de A. flavus y A. parasiticus

Determinar la actividad esporocida de los extractos activos
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MATERIAL Y METODO

PLANTA UTILIZADA

Opuntia leptoculis DC.
Leucophyllum frutescens L.
Nicotiana glauca Graham
Agave lecheguilla Torr.
Jatropha dioica (HBK) Mac Vaugh
Opuntia sp.

Asphodelus fistulosus L.

Yucca filifera Chab.

Larrea tridentata (DC) Cov.
Baccharns glutinosa Pers
Quillaia saponarnia L.

Lantana involucrata L.
Berberis tnfoliata Moric.
Euphorbia maculata L.
Euphorbia pulchernima Willd.
Eugenia aromatica Baill
Prosopis julifolia Swartz

Litsea glausescens HBK
Cinnamomun zelynicum Nees
Origanum vulgare L.

Helietta parvifolia (Gray) Benth
Yucca schidigera Roezl ex Ortgies
Chrysactinia mexicana A. Gray
Salvia mexicana L.

Ocimum micranthum Willd

PARTE

Toda

Toda, tallo, hoja
Hoja, hoja

Hoja, raiz, brote
Hoja, tallo, raiz
Toda

Raiz, tallo
Tallo, corteza, raiz
Toda

Toda

Toda

Toda

Toda

Toda

Toda

Toda

Hoja

Hoja

Tallo

Hoja

Toda

Tallo

Toda

Toda

Toda

Capsicum annuom L. var ceraciforme Irish Fruta
Capsicum annuom L. var grossum Sendlt Fruto

Tabla 1 Plantas utilizadas
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ORGANISMO E INOCUCO

Las cepas utilizadas fueron A. flavus NRRC 1059, 1299, 1273 y A. parasiticus
NRRC Su-1 y 148, las cuales fueron proporcionadas por el Dr. Deepak Bhatnagar del
Southern Regional Research Center y por el Dr. John Linz del Departament of Food
Science and Human Nutrition de Estados Unidos. El inéculo se preparé creciendo al
organismo en medio agar papa dextrosa (PDA) por 7 dias, incubandolo a una
temperatura de 28°C. Las esporas se obtuvieron en 3 ml de agua destilada estéril y
subsecuentemente se hicieron diluciones para obtener una suspension de esporas de
1 x 10 ® . Cada uno de los experimentos realizados en este trabajo se hicieron al

menos por duplicado.

PREPARACION DE EXTR ACTOS:
Obtencién de extractos:

Se tom6 una muestra de 10 g de la parte utilizada la cual se limpié y se
mantuvo seca a peso constante. Después, se triturd y se maceré en 50 ml de cada uno
de los siguientes solventes: éter de petréleo, cloroformo, metanol, etanol y agua. El
proceso se llevd a cabo por 24 h a temperatura ambiente, excepto el acuoso que se
mantuvo a 4 °C. Para la obtencién del extracto, la suspension se centrifugé a 3,000 x g
por 20 min, y el sobrenadante obtenido se filtré en papel Whatman No. 5. Después
este extracto se esterilizé utilizando membranas de nitrocelulosa con un tamarno de
poro de 0.45um y se coloco en viales estériles que se mantuvieron a 4°C por un

periodo maximo de 20 dias (Dominguez, 1973).
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Se prepararon discos de papel filtro con un diametro de 5 mm, los cuales se
impregnaron con 100uL de cada uno de los extractos y se mantuvieron en un lugar

seco.

Andlisis:

Para las pruebas preliminares se utilizaron cajas Petri con medio PDA, las
cuales fueron inoculadas con los microorganismos. Después se colocaron sabre el
agar, discos de papel filtro impregnados con los diferentes extractos. Se consideraron
como positivos aquellos extractos que originaron un halo de inhibicion o que no

permitieron crecimiento sobre el disco.

TOXICIDAD DE LOS SOCVENTES

En este analisis se probd la toxicidad de 6 compuestos que fueron: glicero,
tween 20, DMSOQ, etilenglicol, acetona y metanol. Para esto se inoculd A. flavus y A.
parasiticus en 25 mL de medio SMKY, y se agregé 1 mL de cada solvente. Los
cultivos se incubaron por 7 dias a temperatura ambiente. Por otro lado se les
determind la miscibilidad en agua y en cloroformo, asi como su capacidad de
resuspension de extractos, tomando como indicador extracto cloroformico de L.

tridentata.
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OBTENCION DE EXTRACTOS
Los extractos que mostraban inhibicion del crecimiento se consideraron con
potencialidad antifungica, por lo que se procedié a la obtencién de éstos con la

utilizacion de un extractor Soxhlet.

Extraccidn continua

Las plantas activas se sometieron a extraccidon continua. Para esto, 20 g de la
planta seca se colocaron en un percolador (Soxhlet). Se realiz6 una extraccion
primaria con éter de petréleo para desengrasar la muestra de la planta, al residuo de
la percolacion, el marco (orujo), se le hizo una extraccién con cloroformo. El marco,
se utilizé para realizar otra extraccidn con metanol, y por ultimo se usé agua como
solvente. El residuo se desechd. Los extractos fueron sometidos a un rotavapor para
concentrar la muestra y recuperar el solvente (Dominguez, 1973).

Para la utilizaciéon de los extractos se determiné su peso seco, y después se
resuspendidé en un volumen determinado de solvente, utilizando acetona en el extracto
cloroférmico, y metanol y agua en el extracto metandlico. El extracto acuoso se
resuspendio en agua. Todos los extractos disueltos se esterilizaron por filtracion

utilizando una membrana con un poro de 0.45 pm.
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TVIDAD IC,

ANALISIS DE DIAMETRO DE COCONIA

En estos experimentos, se procedié a resuspender el extracto en un volumen de
solvente conocido para determinar la concentracion final. En cada caja Petri se agreg6
el extracto y después se le adicionaron 15 mL de agar (PDA). Ya preparadas las cajas,
se realizé una inoculacién cenfral y se midi6 el didmetro cada dos dias hasta el noveno

(Bragulat, 1991).

ANACISIS DEC CRECIMIENTO DEC MICECIO Y PRODUCCION DE
AFCATOXINAS

Este analisis se realizé en medio liquido SMKY, (200 g de sacarosa, 3 g de
KNO; , 0.5 g de MgSO, .7H;0, y 7 g de extracto de levadura, en un litro de agua
destilada). El pH final del medio se ajusté a 6.0. Diferentes concentraciones de los
extractos de las plantas a analizar se adicionaron a 25 ml del medio en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, el cual fue inoculado con 0.5 mL de la suspensién de esporas
previamente ajustadas a 10° esporas/mL. El cultivo se incub6 a 28 °C por 7 dias sin
movimiento. Después se filiré y se obtuvo el paquete celular el cual se secd a una
temperatura de 60°C hasta obtener peso constante y se determiné el peso seco. Del
sobrenadante del medio de cultivo, se realiz6 la extraccion de aflatoxinas, mediante la

adicion de 100 ml de cloroformo. La fraccion cloroférmica se evapord hasta secarse y
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se realizaron cromatografias de capa fina para su purificacién, se colect6 la mancha

que contenia las toxinas y se guardd en seco.

CONCENTR ACION MINIMA INHIBITOR 1A

Para la determinacion de la concentracién minima del extracto que iﬁhibe el
crecimiento (CMI), se realizaron los experimentos como se menciond anteriormente,
agregando diferentes concentraciones de los extractos en forma ascendente, hasta
encontrar la concentracion del extracto en que no se obtuvo crecimiento. Esto se

realiz6 tanto en medio sdlido PDA como en medio liquido SMKY.

PRUEBAS DE VIABICID AD i

a) Medio de cultivo: Después de 7 dias de cultivo en medio SMKY, de los matraces

en donde no habia crecimiento (CMI), se tomé una muestra de 25 pL y se inoculé en

una caja Petri con agar PDA, y se determiné el crecimiento alas 24, 48y 72 h.

b) Solucién salina: Ya determinadas las CM! de todos los extractos en todas las
cepas, se prepararon tubos con 5 mL de solucidn salina con 0.05% de Tween 20, a los
cuales se les agreg6 la concentracién de extracto determinada como inhibitoria y se
inoculd con 100 uL de suspension de esporas (10° esporas/mL). Se tomé una alicuota
cada 2 dias y se inoculd una caja con PDA con 25 pL del cultivo. Este procedimiento

se llevé a cabo por 13 dias. Se determind el crecimiento a las 24, 48 y 72 h.
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c) Andlisis de viabilidad con el extracto clorofémmico de Y. schidigera. Se realiz6

el mismo ensayo mencionado anteriormente, incluyendo dos concentraciones mayores

a la CMI, y se determiné viabilidad por 4 dias de la forma ya mencionada.

CUANTIFICACION DE AFCATOXINAS

Para determinar la presencia y la cantidad de aflatoxinas en las muestras, se
utilizaron los métodos oficiales de la AOAC. La extraccién cloroférmica del
sobrenadante se sometidé a cromatografia en capa fina de silica gel, con un grosor de
500 pm, el sistema de eluentes fue de tolueno: alcohol amilico: metanol en una
proporcién de 90: 32: 2, teniendo como referencia que los Rf's son: Bi= 0.56, B; =
0.48, Gi= 0.42 y G, = 0.34 (Singh, 1970).~

Las manchas observadas bajo luz ultravioleta correspondientes a las
aflatoxinas, se obtuvieron de la placa y se almacenaron hasta su cuantificacion.

El protocolo propuesto por la AOAC para su cuantificacion es el siguiente:
Para la calibracion del espectrofotdmetro, se hicieron tres soluciones de K.Cr;0; en
H.S0, a 0.25, 0.125 y 0.0625 mM. Se calculd la absorbancia molar ¢ de cada
concentracién, siendo que:

£ = (A X 1000) / Concentracién en mM

El promedio de las tres nos da el e de la solucion. Se determiné el factor de correccidn
con la férmula:

CF=3160/¢
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Para la curva de calibracion se pesé 1 mg de aflatoxinas y se disolvieron en 100
mL de Metanol. Se determind |la absorbancia molar () con la férmula:

e = (A X MW X 1000) / ug de aflatoxinas / mL

La medicién de aflatoxinas en espectrofotémetro de luz ultravioleta, se realizd

entre 330 - 370 nm, para determinar la concentracién se midié la absorbancia en la

absorcién méaxima cercana a 350 nm y después se aplicd la formula:

pg aflatoxina /mL = (A X MW X CF) /e

A partir de este anélisis, se determind la productividad especifica. Esta consistid

en el célculo de la produccion de aflatoxinas (mg) por g de peso seco del micelio.
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ANACISIS FITOQUIMICO DE LAS PCANTAS UTICICADAS

AISCAMIENTO DE LA FRACCION ACTTVA

Se prepararon placas de vidrio de 5 X 10 cm con silica gel para cromatografia
en capa fina al 30%, a un centimetro de la parte inferior de la placa se le colocd una
muestra de cada extracto y se probaron diferentes sistemas de elusntes tomando en
cuenta los siguientes solventes:

. Cloroformo

* Metanol

* Acetona

* Benceno

* Butanol

Se probaron las siguientes combinaciones de eluentes y se determinaron los Rfs de

cada banda obtenida con cada extrato:

* Cloroformo

* Cloroformo:Metanal (1:1)

* Cloroformo:Acetona:Metanol (1:1:1)
* Cloroformo:Acetona:Metanol (2:1:1)
* Cloroformo: Acetona:Metanol (3:1:1)
* Cloroformo:Acetona:Metanol (1:1:2)

* Cloroformo:Acetona:Metanol (1:1:3)
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* Benceno

* Benceno:Metanol (1:1)

* Bencenao:Acetona:Metanol (1:1:1)
* Benceno:Acetona:Metanol (2:1:1)
* Benceno:Acetona:Metanol (3:1:1)
* Benceno:Acetona:Metanol (1:1:2)
* Benceno:Acetona:Metanol (1:1:3)
* Butanol:Metanol (1:1)

* Butanol:Metanol (2:1)

* Butanol:Metanol (4:1)

* Butanol:Metanol (10:1)

Cada banda obtenida se obtuvo de la cromatografia y se resuspendié en

solvente y se concentré la muestra.

ANALISIS ANTIFUNGICO

Se tomaron discos de papel filtro de 5 mm de diametro y se impregnaron con
200ul de la solucidn obtenida del concentrado de cada banda.
Se inocularon cajas Petri conteniendo PDA con la cepa 1273 de A. flavus y |a

cepa Su-1 de A. parasiticus Ya inoculadas las cajas, se procedié a colocar los discos

de papel filtro impregnados con cada fraccion. Se dejo incubar 4 dias y se observaron
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los resultados. Las muestras positivas presentaron halo de inhibicion o bien nulo

crecimiento del hongo sobre los discos.

PURIFICACION DEC COMPUESTO ACTIVO DE L rridentara

Para comprobar la pureza del compuesto de la fraccién activa se volvié a correr
una placa de cromatografia en capa fina, con otro sistema de eluente, siendo este
solamente cloroformo. Este procedimiento se repitié en dos ocasiones. Finalmente se
filtré en papel Whatman No. 4 y el filtrado se dej6 secar en placas de vidrio, y ya seca

la muestra se obtuvo y se guardé en un vial.

PURIFICACION DEC COMPUESTO ACTIVO DE VY. schtdigera
Metandlico:
Ya habiendo determinado cual fraccion es la inhibitoria, se procedié a purificar

el o los compuestos de la misma manera como ya se describid para L. fndentata.

Cloroférmico:

Para su purificacién, se aislaron la o las bandas que presentaban inhibicién, se
resuspendieron en cloroformo, se centrifugaron y el sobrenadante se concentrd para
correr otra vez la muestra en una cromatografia en capa fina utilizando benceno como

otro sistema de eluente, que ayudara a su purificacion.
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CCIONDE S SDEL Cclo CICO { schidigera
Para esta extraccion se tomaron 5 mL del extracto y se centrifugaron a 3000
rpm por 10 min, el precipitado se deseché y se tomo el sobrenadante. En un embudo
de separacion se adicionaron 30 mL de n-butanol y 30 mL de agua destilada, y a esta
mezcla se le agregaron los 5§ mL del extracto. Se agité vigorosamente por 1 min y se

dejo reposar 5 min. La fraccién butanélica (superior) era |a que contenia saponinas

(Headon et a/, 1992).

Se probo la actividad antifungica de la fraccién acuosa (glicofracciones) y la

fraccion butandlica (saponinas), como se mencioné anteriomente.

ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE COS COMPUESTOS ACTIVOS

DE C. rridenrara V' V. schidigera

ESPECTROMETRIADE CUZ UV

Para este analisis, se utilizaron celdas de cuarzo, en las que se adicionaron 3

mL de la solucion. Se determinaron los picos de absorbancia del solvente utilizado;

para el caso de metanol, la absorbancia maxima es de 177 nm y la absorbancia molar

¢ es de 200. Ya obtenidos los picos maximos de absorbancia, se procedio al analisis

de las gréficas (Silverstein et af, 1991).
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ES 0 1 0

Una muestra liquida se presion6 en dos placas de sal, produciendo una pelicula
de 0.01 mm de grosor 0 menos. Se requirieron 10 mg de |la muestra. Las muest‘ras mas
delgadas absorben mayormente y tienen un espectro satisfactorio.

Las muestras en solucion fueron colocadas en celdas de 0.1 a 1 mm de grosor,
y el volumen colocado fue de 0.1 a 1 mL de la solucién al 0.05 al 10%. Para este
analisis se debid tener una celda con solvente puro para usario de referencia. A la
gréfica obtenida se le restaron los picos del solvente, el solvente debi6 estar seco y
transparente.

Se analizaron los resultados de la gréafica (Silverstein ef al, 1991).
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RESUCTADOS

I s CIMI S

Se probaron los diferentes extractos de las plantas que fueron colectadas en
campo. No se encontraron diferencias entre las cepas en cuanto a la ausencia o
presencia de inhibicién. Se encontré que los extractos con propiedades antifingicas
fueron los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso de Y. schidigera y el
cloroférmico y metandlico de L. tridentata (Tabla 2).

Para resuspender los extractos que mostraron inhibicién, se analizaron varios
solventes, tomando en cuenta |a toxicidad, su miscibilidad en agua y en cloroformo, y
la resuspension del extracto. Los resultados se muestran en la tabla 3, encontrando
que la acetona resulté el solvente méas efectivo para la resuspensién y analisis de los
extractos cloroférmicos, mientras que para los extractos metandlicos fue efectivo en el

mismo solvente y el agua.
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Planta Parte EP_CH _Me Et Aq

Opuntia leptocadis DC toda NI NI NI NI NI
Leucophyllum frutescens L. toda NI NI NI NI NI

tallo NI NI NI NI NI

hoja NI NI NI NI NI
Nicotiana glauca Graham hoja NI NI NI NI NI

tallo NI NI NI NI NI
Agave lechuguilla Torr. hoja NI NI NI Nt NI

raiz NI NI NI NI NI

brote NI NI NI NI NI
Jatropha dioica (HBK) Mac Vaugh hoja NI NI NI NI NI

tallo NI NI NI NI NI

raiz NI NI NI NI NI
Opuntia sp. toda NI NI NI NI NI
Asphodelus fistulosus L. raiz NI NI NI NI NI

tallo Ni NI NI Ni NI
Yucca filifera Khab. tallo NI NI NI NI NI

corteza NI NI NI NI NI

raiz NI NI NI NI NI
Larrea tridentata Cov. toda _ N+ + NI NI
Bacchans glutinosa Pers. toda NI NI NI NI NI
Quilfaia saponaria L. toda NI NI NI NI NI
Lantana involucrata L. toda NI NI NI NI NI
Berbens trifoliata Moric. toda NI NI NI NI NI
Euphorbia maculata .. toda NI NI NI NI NI
Euphorbia puichermma Willd toda NI NI NI NI NI
Eugenia aromatica Baill toda NI NI NI NI NI
Prosopis julifolia Swartz hoja NI NI NI NI Ni
Litsea glausescens HBK hoja NI NI NI NI NI
Cinnamomun zelynicum Neers tallo NI NI N! NI NI
Onganum vuigare L. hoja NI NI NI NI NI
Helietta parvifolia (Gray) Benth toda NI NI NI NI NI
Yucca schidigera Link ex Fries tallo NI ++ ++ ++ ++
Ocinum micranthum Willd toda NI NI NI NI NI
Ruta graveciens L. toda NI NI NI NI NI
Chrysactinia mexicana A. Gray toda Ni- NI NI NI NI
Salvia mexicana L. toda NI NI NI NI NI
Capsicum annuom L. var grossum fruto NI NI NI NI NI
C. annuom L. var ceraciforme fruto NI NI NI NI NI
C. annuom L. var grossum fruto NI NI NI NI NI

Nota: NI = No inhibicién + = No crecimiento en disco ++ = Halo de inhibicién

Tabla 2 Extractos de las diferentes plantas con actividad antifungica



Solventes Tox. Mis.JAgua Mis /CIf Resuspension
Glicerol - ++ - -
Tween 20 ++ ++ +H+ -
DMSO ++ ++ it “+—
Etilenglicol - +HH - -
Acetona + +++ +H+ +H
Nota: - Nulo + Poco ++ Moderado +++ Abundante

Tabla 3 Misibilidad y toxicidad de solventes

Todos los extractos analizados de Y. schidigera y L. tridentata fueron capaces
de inhibir el crecimiento de las diferentes cepas de Aspergillus. El efecto de los
diferentes extractos de Y. schidigera fue variado, ya que los extractos metandlicos
presentaron una inhibicién de 1a esporulacién, la cual fue determinada visualmente,
con aproximadamente el 50% de la CMI encontrada para cada extracto, y el micelio
tuvo un crecimiento aéreo de manera algodonosa. Un efecto similar se encontrd
también con el extracto acuoso, sin embargo, el extracto cloroférmico no inhibié la
esporulaciéon. También se observé una disminucion drastica de aproximadamente el
60% de crecimiento radial al aplicar un 10% de la CMI de extracto metandlico. El
efecto del extracto cloroférmico fue similar, aunque la disminucién de crecimiento a
concentraciones menores fue un poco mas bajo, siendo de aproximadamente un
40-50% con un 20% de la CMI. En la tabla 4 se muestra el resumen de las
concentraciones minimas de cada extracto que inhibieron el crecimiento de A. flavus y

A parasiticus en el medio PDA.
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El decremento del crecimiento fue gradual, pero no proporcional, conforme se
aplicaban mayores concentraciones de cada extracto, este comportamento se pudo
observar con todas las cepas (Figs 1-24).

El efecto de los extractos de L. fridentata, sobre las caracteristicas coloniales
fue muy diferente al de Y. schidigera, ya que en este caso la esporulacidn no se
inhibid, y el crecimiento micelial fue plano, no aéreo y escaso (Figs 31-32). En cuanto
a los extractos, éstos mostraron una inhibicién muy drastica en el crecimiento radial
siendo que, cuando se aplicaba un 10% de la CMI, resultaba con una inhibicién
aproximada del 30% en ambos extractos (Figs. 25-30).

No se encontraron diferencias significativas (p<0.01) entre las cepas de las dos
especies realizando un ANOVA, pero si-encontramos diferencias (p<0.01) entre los
extractos. Al aplicar el método no paramétrico de TUKEY, nos mostré grupos
homogéneos uno de ellos con los extractos metanodlicos de Y. schidigera, otro con el
extracto acuoso y el cloroformico de esta misma planta y un grupo mas con los dos
extractos de L. tridentata.

Los extractos de L. tndentata presentaron un efecto inhibitorio del crecimiento
con menores concentraciones que los extractos de Y. schidigera, siendo mas efectivo
el extracto cloroférmico en ambas plantas.

La inhibicion causada por el efecto de los extractos fue mayor en la cepa 1273
de A. flavus, ya que las CMI| fueron menores. Siendo las mas resistentes las cepas de

A. parasiticus.



CMI (mg/ml)
Extractos Ar1059 | Ar1273 | Ar1299 | ApSu-1 | Ap 148
YsMe 864 84+5 80+4 12543 13046
YsMe-Aq 9143 88+3 85+2 120£5 | 115+4
YsClif-Ace 27+1 2142 2241 28+2 25+2
YsAq 59+3 59+4 50+4 5743 55+4
GobMe 1341 13+2 8+2 131 1621°
GobClf-Ace 71 1542 7+1 942 1323

Tabla 4 Concentracién minima de extractos de Y. schidigera y L. tridentata que inhiben

el crecimiento de las cepas de A. flavus y A. parasiticus en medio PDA. (Nota: YsMe:

Extracto metanélico de Y. schidigera, YsMe-Aq: gximcto metanélico de Y. schidigera resuspendido en
agua, YSAq: Extracto acuoso de Y. schidigera, YsCif-Ace. Extracto cloroférmico de Y. schidigera

resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. fridentata (gobermnadora), GobClf-Ace:

Extracto cloroférmico de L. tridentata resuspendido en acetona).

Como puede observarse en |a tabla 4, los extractos de L. fridentata fueron mas

efectivos para inhibir ambas especies en el medio PDA que los de Y. schidigera.
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Fig. 1 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigers
sobre el crecimiento radial de A flavus cepa 1059 en
medio PDA N
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Fig. 2 Efecto del extracto metandlico de Y schidigera
sobre el crecimiento radial de A flavus cepa 1273
en medio PDA
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Fig. 3 Efecto del extracto metanélio de Y. schidigers
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1299
en medio PDA
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Fig. 4 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa Su-1
en medio PDA
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Fig. 5 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A parasdicus cepa 148
en medio PDA
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Fig. 6 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento radial de

A. flavus cepa 1059 en medio PDA ~

Fig. 7 Efecto del extracto metanélico de Y schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento radial de
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A. flavus cepa 1273 en medio PDA
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—- 11 mg/mL
—A— 23 mg/mL
—¥- 45 mg/mL
- 4 - 67 mg/mL
—— 83 mg/mL
—@- 88 mg/mL
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Fig. 8 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento radial de
A. flavus cepa 1299 en medio PDA
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-@- 85 mg/mL
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Fig. 8 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento radial de
A. perasiticus cepa Su-1 en medio PDA
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Fig 10 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento radial de
A parasiticus cepa 148 en medio PDA

—&— Control
- - 17 mg/mL
—A— 33 mg/mL
~¥- 67 mgimL
~@- 120 mg/mL_

—@-— Control
-l - 33 mg/mL
—A— 67 mg/mL
—¥- 100 mg/mL
¢ 133 mg/mL
—8— 140 mg/mL
—@- 150 mg/mL

50



Diametro de colonia (cm)

Diametro de colonia (cm)

T | T T 1
0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)
Fig. 11 Efecto del exiracto acuoso de Y. schidigera

sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1059
en medio PDA v
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Fig. 12 Efecto del extracto acuoso de Y schidigera
sobre el crecimiento radial de A flavus cepa 1273
»en medio PDA
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—@- Control
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—@— 60 mg/mL
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Fig. 13 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1299
en medio PDA

—&— Control

—- 13 mg/mL
—A— 20 mg/mL
—w- 33 mg/mL
~4p-- 40 mg/mL
—@— 50 mg/mL
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Fig. 14 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa Su-1
en medio PDA
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Fig. 15 Efeclo del exiracto acuoso de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A. perasiticus cepa 148
en medio PDA
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Fig. 16 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera

sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1059
en medio PDA N
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Fig. 17 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera

sobre el crecimiento radial de A. fiavus cepa 1273
en medio PDA
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Fig. 18 Efecto del exiracto cloroférmico de Y. schidigera

sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1299
medio PDA
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Fig. 19 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa Su-1
en medio PDA
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Fig. 20 Efecto del extracto clorofé6rmico de Y, schidigera
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa 148
en medio PDA
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Fig. 21 Efecto del extracto metandlico de L. tridentata
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1059
en medio PDA
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Fig 22 Efecto del extracto metandiico de L tridentata
sobre el crecimiento radial de A flavus cepa 1273

medio PDA
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Fig. 23 Efecto del extracto metanélico de L. tridentata
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1299
en medio PDA
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—¥- 6 mg/mL

58



Diametro de colonia (cm)

Diametro de colonia (cm)

T 1 T T
0O 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)

Fig. 24 Efecto del extracto metanélico de L #ridentata
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa Su-1
en medio PDA
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Fig. 25 Efecto del extracto metandlico de L. tridentata
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa 148
en medio PDA
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Fig. 26 Efecto del extracto cloroférmico de L thdentata
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1059
en medio PDA
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Fig. 27 Efecto del extracto cloroférmico de L. fridentata
sobre el crecimiento radial de A. flavus cepa 1273
medio PDA
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Fig. 28 Efecto del extracto cloroférmico de L fridentata
sobre el crecimiento radial de A flavus cepa 1299
en medio PDA
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Fig. 29 Efecto del extracto cloroférmico de L. tridentata
sabre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa Su-1
en medio PDA
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Fig. 30 Efecto del extracto cloroférmico de L. tridentata
sobre el crecimiento radial de A. parasiticus cepa 148
en medio PDA
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Fig. 31 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera sobre el crecimiento de
A. flavus en medio PDA



Fig 32 Efecto del extracto metanolico de L. tridentata sobre el crecimiento de
A. flavus en medio PDA



INHIBICION DEC CRECIMIENTO Y ERODUCCION DE AFCATOXINAS EN
MEDIO CIQUIDO

Para este andlisis se determiné el peso seco del hongo, la cantidad de
aflatoxinas y la produccion especifica.

Todos los extractos analizados fueron capaces de inhibir el crecimieﬁto y la
produccion de aflatoxinas. Aproximadamente con un 50% de la CMI de los extractos
metandlicos de Y. schidigera fue posible inhibir la esporulacion, mientras que el micelio
mostrd un aspecto algodonoso. El rango de las CMI se mantuvo entre 140 y 275
mg/mL segun la cepa y el solvente utilizado para su resuspension. El extracto
cloroférmico tuvo un efecto inhibitorio mas eficaz, ya que su rango de CMI varié de 12
a 14 mg/mL, comparado con el del extracto acuoso que fue de 85 a 92 mg/mL segun la
cepa utilizada en el ensayo. Con respecto a la produccion de aflatoxinas, en el caso de
los extractos metandlicos, la productividad especifica de las cepas disminuyé un
logaritmo desde la concentracién menor utilizada. Con el extracto acuaso, tanto la
produccion de aflatoxinas totales como la productividad especifica fue disminuyendo
gradualmente conforme se aumentaba la concentracién del extracto. Con respecto al
extracto cloroférmico el comportamiento no fue generalizado, ya que la disminucion fue
gradual en algunas cepas y drastica en otras, mds aun en una de ellas, la
productividad especifica se aumentd ligeramente a las concentraciones menores.

Los extractos de Y. schidigera presentaron una inhibicion gradual del
crecimiento al incrementar su concentracidn, en cambio la disminucion de la
produccion de aflatoxinas fue drastica, observandose un cambio en la productividad

especifica de mas de un logaritmo en las cepas 1059 y 1273 de A. flavus y la cepa
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Su-1 de A. parasiticus. El crecimiento de A. flavus cepa 1299 y la cepa 148 de A.
parasiticus, altamente productoras de aflatoxinas, se vid inhibido por estos extractos,
pero en el caso del exiracto resuspendido en agua, la produccién de aflatoxinas fue
estimulada y por ende la productividad especifica también sufrié este mismo efecto
(Fig 33-52).

En las tablas 5-8, se muestra que A. parasiticus cepa Su-1, al probarse con los
extractos metandlicos de Y. schidigera, mostré una disminucién tanto de crecimiento
como de produccion de aflatoxinas de manera gradual, por lo que |la productividad
especifica disminuy6 también de la misma manera (Fig 33-42).

El extracto acuoso de Y. schidigera (Tablas 9 y 10), mostré una inhibicion de
crecimiento de manera gradual, y la productividad especifica en cambio, se vio
disminuida en un logaritmo en las minimas concentraciones utilizadas (17 mg/mL) en
las cepas de A. flavus. El efecto de este extracto en las cepas de A. parasiticus fue
notorio, ya que el crecimiento disminuyé gradualmente, no asi la productividad
especifica, ya que ésta disminuyd dos unidades logaritmicas (Fig 43-47).

El extracto cloroférmico de esta planta, en general mostré una inhibicién alta a
concentraciones bajas (Tablas 11 y 12), teniendo una disminucién de una unidad
logaritmica con respecto a la productividad especifica de aflatoxinas totales. Con la
cepa 1273 de A. flavus, este extracto disminuyé el crecimiento de manera gradual,
pero la produccién de aflatoxinas se vié estimulada con las concentraciones de 2, 4y 8
mg/mL, aumentando a su vez la productividad especifica en un logaritmo con respecto

al control (Fig 48-51).



Las cepas de ambas especies, al analizarlas con los extractos de L. tridentata,
cambiaron su desarrollo colonial, presentandose un crecimiento fragmentado, sin
desarrollo de micelio aéreo, foormando una capa delgada y de consistencia no
algodonosa, pero la esporulacidn no se vié afectada. La CMI del extracto metandlico
estuvo en un rango de 25 a 50 mg/mL, sin embargo, el extracto cloroférmico resulté ser
mas efectivo necesitando sélo una concentracién de alrededor de 15 mg/mL. Tomando
en cuenta la produccion de aflatoxinas y la productividad especifica, los extractos no
tuvieron un efecto bien definido, siendo que en algunas cepas, la disminucién fue
drastica en las concentraciones mas bajas, pero en otras fue aumentada ligeramente
con las concentraciones menores aunque después hubo una disminucién de un
logaritmo en la productividad especifica. En la tabla 17 se muestran las CMI de cada
extracto en medio liquido SMKY.

Con el extracto metandlico de L. tridentafa (tablas 13 y 14), se muestré un
decremento paulatino de crecimiento, de produccion de aflatoxinas y productividad
especifica, en todas las cepas, excepto en |la cepa 1273 de A. flavus en la que, aunque
el crecimiento y la produccidn de aflatoxinas disminuyeron, la productividad especifica
se vio aumentada aproximadamente al doble (Fig. 53-57)

El cloroférmico de L. tridentata mostré un decremento de la productividad
especifica equivalente a un logaritmo (tablas 15 y 16), ya que la disminucién de
aflatoxinas fue mayor que el crecimiento. Excepto en la cepa 1273, en la que aunque
el crecimiento y la produccién de aflatoxinas disminuyeron, la productividad especifica

se vio aumentada aproximadamente al doble (Fig. 58-63).
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Concen Peso Produc.
Cepa (ma/mL Seco(g) (%Inh) AF{ma) (%inh) Especifica

1059 0  0.99:0.1 66.58+ 2.39 0.069
1059 8 07302 (19.5) 2.35:0.02 (96.6) 0.003
1059 13  073:02 (26.2) 1.57£0.05 (97.7) 0.002
1059 17 047:01 (52.3) 0.75t0.03 (98.9) 0.001
1059 25 0.16:0.01 (83.3) 0.85:0.02 (98.8) 0.005
1273 0  149:0.14 7.9310.31 0.005
1273 20 1.02:01 (315) 0.8£0.1 (89.9) 0.0008
1273 40 092¢01 (38.4) 0.47+0.08 (94.1) 0.0005
1273 60 076+01  (49.1) 045101  (94.4) 0.0006
1273 80 055:01 (628) _ 04301 (94.9) 0.0007
1273 85 0.11£005 (92.5) 0.120.1 (98.7) 0.0007
1299 0  1.241025 152.244.25 0.123
1299 33 0.82:01  (61.7) 726118  (29.2) 0.088
1299 67 048101  (39.0) 37.4105  (47.8) 0.079
1299 100 045101  (63.3) 258104  (78.7) 0.055
1299 133 0461008 (97.0) 228102  (89.9) 0.050
1299 150  0.12#0.05 (90.1) 721101 (95.2) 0.058

Tabla 5 Efecto de diferentes concentraciones extracto metanoélico de Y. schidigera
sobre el crecimiento, produccion y productividad especifica de aflatoxinas de A. flavus
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Concen Peso Produc.
Cepa (mg/mL)  Seco(qg) (%Inh) AF(mgq) (%inh) _Especifica
Su-1 0 1.19+0.2 154.15+3.96 0.129
Su-1 100 0.3910.1 (67.7) 28.9411.1 (81.2) 0.075
Su-1 133 0.35+0.1 (71.0) 19.21+0.7 (87.5) 0.055
Su-1 145 0.0740.01 (94.1) 3.5010.1 (97.7) 0.050
148 0 1.1410.2 104.45+5.32 0.092
148 67 0.8110.2 (28.3) 56.3242.1 46.1) 0.069
148 100 0.7610.2 (32.8) 31.05+1.3 (70.3) 0.041
148 130 0.4240.1 (63.1) 17.4510.7 (83.3) 0.041
148 140 0.08+0.01  (92.1) 3.0540.3 (97.1) 0.033

Tabla 6 Efecto de diferentes concentraciones extracto metandlico de Y. schidigera
sobre el crecimiento, produccion y productividad especifica de aflatoxinas de A.

parasiticus
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1059
1058
1059
1059
1059

1273
1273
1273
1273
1273
1273

1299
1299
1299
1299
1299
1299

Concen

Cepa (mg/mL) Seco(q)

0

13
25
38
51

0

20
40
60
80
85

0
67
100
133
167
233

Peso Produc.
(%Inh) AF{mq) (%inh) Especifica
1.1840.2 45120.95 0.038
0.1540.02 (87.2) 1961064 (67.6) 0.130
0.11£0.02 (90.6) 407+005 (90.9) 0.037
0.11£0.01 (20.9) 4021005 (91.0) 0.037
0.09+0.01 (91.9) 2831001 (93.7) 0.029
1.4910.14 7.93+0.31 0.005
0.7610.2 (49.1) 0.4510.1 (94.3) 0.0006
0.5410.2 (63.4) 0.42+0.05 (94.7) 0.0007
0.4610.1 (69.2) 0.4010.1 (54.9) 0.0008
0.341+0.05 (77.2) 0.2740.1 (96.6) 0.0007
0.21£0.02 (85.9) 0.0910.02 (98.9) 0.0004
1.24+0.2 152.244.12 0.123
0.8110.2 (34.3) 107.8+42.36 (29.2) 0.132
0.62+0.1 (49.8) 79.40+2.15 (47.8) 0.128
0.62+0.1 (30.3) 32.37+1.48 (78.7) 0.052
0.3210.05 (74.4) 12.8110.82 (91.6) 0.040
0.0910.01 (92.7) 2.23310.01 (98.5) 0.024

Tabla 7 Efecto de diferentes concentraciones extracto metandlico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento, produccion y productividad especifica de
aflatoxinas de A. flavus
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Concen Peso Produc.

Cepa (mg/mL Seco (%Inh) AF(m %inh) Especifica
Sut1 O 1.19+0.3 154.1544.0 0.129
Su-1 100 0.5810.1 (51.2) 458941.3 (70.2) 0.078
Su-1 133 0.5610.1 (53.1) 30.14¢1.0 (80.4) 0.054
Su-1 180 0.3540.2 (66.7) 2282108 (85.2) 0.057
Su-1 225 0.11+0.03 (90.5) 7.4110.1 (95.2) 0.065
Su-1 275 0.04+0.01 (96.7) 4.2310.1 (97.2) 0.031
148 O 1.14+0.3 30.87+2.87 0.027
148 100 1.32403 (157" 56.32+3.12 (82.44*)  0.093
148 133 1.1540.2 (1.3%) 16.90+1.23 (48.5) 0.014
148 175 0.97+0.2 (14.7) - 12.70+1.02 (58.8) 0.015
148 200 0.75¢0.2 (34.4) 7.810.8 (74.7) 0.010
148 250 0.3240.05 (71.8) 1.4+0.2 (95.5) 0.004
148 275 0.04£0.01 (96.5) 0.1£0.01 (99.7) 0.002

Tabla 8 Efecto de diferentes concentraciones extracto metandlico de Y. schidigera
resuspendido en agua sobre el crecimiento, produccién y productividad especifica de

aflatoxinas de A. parasiticus
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Concen
Cepa (mg/mL)

Peso

Seco{q) {%lInh) AF(mq)

1059
1059
1059
1059
1058
1058

1273
1273
1273
1273
1273
1273

1299
1299
1299
1299
1299
1299

0

10
13
23
30
40

0

17
29
37
53
80

0

17
29
37
53
80

1.1810.2
0.7810.2
0.7510.2
0.6610.2
0.42+0.1
0.22+0.05

0.96+0.17
0.80+0.14
0.71+0.1
0.5710.1
0.32+0.05
0.08+0.02

1.01+0.1

0.67+0.08
0.62+0.08
0.5640.06
0.3210.04
0.05£0.01

(33.6)
(36.2)
(44.3)
(64.3)
(81.3)

(16.9)
(26.4)
(41.2)
(66.3)
(90.5)

(33.5)
(38.7)
(44.3)
(68.0)
(94.8)

Produc.

(%inh) Especifica
46.0+1.02 0.039
26.310.77 (42.7) 0.033
20.820.32 (54.7) 0.027
16.710.14 (63.7) 0.025
891002 (80.6) 0.021
214003 (95.6) 0.009
22.62+1.48 0.010
4758052 (79.0) 0.0009
2.2+0.2 (0.3) 0.0002
094101  (95.8) 0.0001
0.52¢01 (97.7) 0.0001
0.1240.02 (99.5) 0.0002
40.35+2.12 0.040
3.95:067 (90.2) 0.006
2.07+0.51 (94.9) 0.003
1.21+0.2 (97.0) 0.002
0.52:0.1  (98.2) 0.002
0.09+0.01 (99.8) 0.001

Tabla 9 Efecto de diferentes concentraciones extracto acuoso de Y. schidigera sobre
el crecimiento, produccién y productividad especifica de aflatoxinas de A. flavus
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Concen Peso Produc.
Cepa (mg/mlL Seco(q) {%Inh) AF{mgq) (%inh) Especifica

Su-1 0 1.19:0.18 153.0+4.23 0.128
Su-1 17 0941014 (21.6) 4851023 (96.8) 0.005
Su-1 29 0.83:0.12 (30.8) 08701  (99.4) 0.001
Su-1 37 0.6810.12 (43.3) 0.3740.05 (99.8) 0.0005
Su-1 60 041101  (65.7) 0.11:0.02 (99.9) 0.0003
Su-1 80 0.2610.05 (78.3) 0.05:0.01 (100) 0.000
Su-1 90 0.0910.02 (92.5) 0.00:00  (100) 0.000
148 0 1.124£0.2 153.2+4.68 0.137
148 17 094102  (155) 537+1.56 (96.5) 0.005
148 29 077401  (30.9) - 1.10£02  (99.3) 0.001
148 37 057¢01  (49.1) 0.20:0.01 (99.8) 0.003
148 60 032101  (71.2) 0.10£0.01 (99.9) 0.002
148 80 0.20:005 (82.0) 0.00:00  (100) 0.000
148 85 0.09+0.01 (91.9) 0.00:00  (100) 0.000

Tabla 10 Efecto de diferentes concentraciones extracto acuoso de Y. schidigera sobre
el crecimiento, produccion y productividad especifica de aflatoxinas de A. parasiticus
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Concen Peso Produc.
Cepa (mg/mL) Seco(qg) (%lnh) AF(mq) (%inh) Especifica
1059 0 0.9940.1 68.58+2.39 0.069
1059 0.4 0.8440.1 (15.3) 1.3740.02 (98) 0.002
1059 1 0.7910.2 (20.3) 1.6740.03 (97.6) 0.002
1059 2 0.0140.004 (98.9) 1724003 (97.5) 0.003
1059 4 0.00240.004 (99.8) 0.42+40.02 (97.9) 0.003
1273 0 1.48+40.14 7.934+0.31 0.005
1273 2 0.92+0.12 (38.6) 8.8240.1 (11.28%) 0.009
1273 4 0.7940.18  (46.6) 9.23+0.1 (16.39") 0.011
1273 8 0.74+0.18  (50.7) 8.410.08 (5.92%) 0.011
1273 12 0.32£0.05 (78.2) 0.39+0.07 (88.9) 0.001
1273 14 0.09£0.02 (93.9) 0.11£0.05 (98.6) 0.001
1299 0 1.2410.2 152.213.95 0.123
1299 3 0.7610.2 (38.6) 87.55+1.25 (42.5) 0.044
1299 6 0.7210.2 (42.1) 42.88+0.95 (71.8) 0.030
1299 1 0.05t0.01 (95.9) 2.8110.2 (98.2) 0.000

Tabla 11 Efecto de diferentes concentraciones extracto cloroférmico de Y. schidigera
sobre el crecimiento, produccién y productividad especifica de aflatoxinas de A. flavus
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Concen Peso Produc.

Cepa (mg/mL) Seco %Inh AF %inh) Especifica
Su-1 O 1.19¢ 0.1 154.154£3.75 0.129
Su-1 3 0.74t 0.1 (38.1) 73.95+1.24 (52.0) 0.099
Su-1 6 0.60+ 0.05 (49.4) 52.9241.02 (65.7) 0.087
Su-1 12 0.37+ 0.05 (69.2) 1281405 (91.7) 0.035
Su-1 14 0.12+ 0.01 (89.9) 0.9+0.01 (99.4) 0.007
148 1.14+0.2 104.45+2 52 0.092
148 3 1.0310.2 (9.5) 70.77£1.78 (32.2) 0.068
148 6 0.9610.2 (16.2) 47.7241.06 (54.3) 0.049
148 10 0.34+0.1 (70.1) 2145805 (79.5) 0.063
148 12 0.01£0.001 (99.1) -~ 28101 (97.3) 0.028

Tabla 12 Efecto de diferentes concentraciones extracto cloroférmico de Y. schidigera
sobre el crecimiento, produccion y productividad especifica de aflatoxinas de A.

parasiticus

75



Concen Peso Produc.
Cepa (mg/mL) Seco(q) (%Inh) AF(mg) (%inh) Especifica
1059 0 1.18+0.1 36.7£¢1.75 0.031
1059 3 0.93:0.1  (21.5) 16.5¢40.78 (55.0) 0.017
1059 6 0.84+0.2 (28.9) 10.840.80 (70.5) 0.013
1059 12 0.5540.1 (53.4) 7.4540.5 (79.7) 0.014
1059 20 0.005+0.001 (99.6) 0.2+0.01 (98.5) 0.004
1273 0 1.49+0.2 7.93+0.8 0.005
1273 2 0.79+0.2 (46.9) 8.940.7 (12.2% 0.011
1273 4 0.7110.1 (52.7) 1.57+0.1 (80.2) 0.002
1273 10 0.40+0.1 (72.9) 0+0.0 (100) 0.000
1273 15 0.009+0.001 (99.4) 0+0.0 (100) 0.000
1299 0 1.2410.1 152.2+4.32 0.123
1299 6 0.7710.1 (37.8) 35.5¢1.05 (76.6) 0.045
1299 13 0.5540.05 (55.4) 2454085 (83.9) 0.044
1293 20 0.5310.05 (56.9) 582103 (96.2) 0.010
1299 33 0.38+0.05 (69.6) 271401  (98.2) 0.007
1299 50 0.010.01  (99.1) 0.00+0.0 (100) 0.002

Tabla 13 Efecto de diferentes concentraciones extracto metandlico de L. ({ndentata
sabre el crecimiento, produccién y productividad especifica de aflatoxinas de A. flavus

76



Concen
Cepa (mg/mL

Su-1 0
Su-1 6
Su-1 15
Su-1 21
Su-1 28

148 0
148 6
148 15
148 21
148 25
148 28

Peso Produc.
Secofq) {%Inh) AF(mq)_ (%inh) Especifica
1.1940.2 154.244 13 0.129
0.89+0.2 (25.4) 112.043.65 (27.3) 0.126
0.8110.2 (32.5) 42.1+1.54 (72.7) 0.052
0.05+0.001 (54.8) 18.810.8 (87.7) 0.035
0.01+0.001 (98.7) 172401  (94.5) 0.020
1.1410.1 104.4+2.83 0.092
0.98+0.2 (22.7) 21.95+0.6 (79.5) 0.022
0.87+0.1  (23.8) 19.73+0.7 (81.1) 0.023
0.59+0.1 (48.6) 1487+06 (85.8) 0.025
0.12£0.05  (89.4) 221403 (97.9) 0.018
0.05+0.01  (95.6) 0.001+0.0 (100) 0.000

Tabla 14 Efecto de diferentes concentraciones extracto metandlico de L. tridentata
sobre el crecimiento, produccion y productividad especifica de aflatoxinas de A.

parasiticus
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Concen Peso Produc.
Cepa (mg/mL) Seco(g) (%lnh) AF(mg) {%inh) Especifica

1059 0 0.9910.1 68.58+2.39 0.069
1059 0.7 0.88:0.1  (11.3) 1.2240.08 (98.2) 0.001
1059 1.7 086102  (13.5) 1.1240.07 (98.4) 0.001
1059 3.5 071402  (17.8) 0.70+0.05 (98.9) 0.001
1059 5.2 0.11+0.01 (88.5) 0.1310.001 (99.8) 0.001
1273 0 1.49:0.2 7.9310.31 0.005
1273 2 086102  (42.2) 7731032 (2.5) 0.008
1273 4 0.81:0.2  (45.5) 6.6740.25 (15.9) 0.008
1273 10 0.16:0.05 (89.2) 1.321013 (83.4) 0.008
1273 15 0.002:+0.001 (99.9) - 0.01:0.01 (99.9) 0.002
1299 0 1.2410.1 152.244.56 0.123
1299 6 0.53t0.05 (57.5) 233+123 (84.7) 0.044
1299 13 0.005+0.001 (99.0) 1.740.1 (99.0) 0.030
1299 20 0.00:0.0  (100) 0.0£600 (100) 0.000

Tabla 15 Efecto de diferentes concentraciones extracto cloroférmico de L. fridentata
sobre el crecimiento, produccién y productividad especifica de aflatoxinas de A. flavus
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Concen Peso Produc.

Cepa (ma/mL Seco %Inh AF{ma) {%inh) Especifica
Su-1 0 1.19£0.2 154.15+4.57 0.129
Su-1 6 059:0.05 (50.0) 32.15¢1.64 (79.1) 0.054
Su-1 15 0.26£0.05 (78.3) 7.65¢1.02 (95.0) 0.029
Su-1 21 0.002+0.001 (99.8) 0.72:01  (995) 0.021
148 © 1.140.1 104.4543 15 0.092
148 6 087101  (232) 51.024125 (51.1) 0.058
148 15 055:0.07 (51.8) 13.3740.84 (87.2) 0.024
148 21 0.00400  (100) 0.00:00  (100) 0.000

Tabla 16 Efecto de diferentes concentraciones extracto cloroférmico de L. tridentata
sobre el crecimiento, produccién y productividad especifica de aflatoxinas de A.
parasiticus

Seguin el analisis de ANOVA, no se encontraron diferencias significativas
(p<0.01) entre las cepas utilizadas de A. flavus y A. parasiticus, sin embargo, si
existieron diferencias significativas entre los extractos. Cuando utilizamos el método no
paramétrico de TUKEY para determinar los grupos homogéneos, encontrando 4
grupos, uno constituido por los extractos metandlicos de Y. schidigera, otros dos con
los extractos cloroférmico y acuoso de la misma planta y un grupo mas con los dos

extractos de L. tndentata.
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CMI (mg/mL)
Extracto Af1059 | Af1273 | Af1299 | ApSu-1 | Ap 148
YsMe 1555 14515 150+4 14545 140+4
YsMe-Aq 144144 135+3 2358 275+7 265+8
YsCl-Ace 12+]1 1442 12+1 1442 12+1
YsAq 88+3 85+4 9143 9244 87+3
GobMe 3312 2543 202 50+3 28+3
GobClif-Ace 15%] 1242 151 18+3 101

Tabla 17 Concentraciones minimas de los extractos de Y. schidigera y L. fridentata
que inhiben el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus en medio SMKY. (Nota: YsMe:
BExtracto metandlico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Extracto metanélico de Y. schidigera resuspendido en
agua, YsAq: Extracto acuoso de Y. schidigera, YsClf-Ace: Extracto cloroférmico de Y. schidigera
resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. fridentata (gobemadora), GobClf-Ace:
Extracto cloroférmico de L tridentata resuspendido en acetona).
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Extracto metandlico de Y. schidigera

Peso seco (g) Afatoxinas (mg)
80 1.2
Crecimiento
1 —m—
60 Aflatoxinas
08 ——

0.6
0.4
0,2

0 0
0 84 126 168 252
Concentracién de extracto (mg/mL)

Fig. 33 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1059 en medio SMKY

Extracto metanélico de Y. schidigera
Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
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L Crecimiento
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' 0
0 20 40 60 80 100 120
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Fig. 34 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1273 en medio SMKY
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Extracto metandlico de Y. schidigera

Peso seco (g) Afiatoxinas (mg)
200 14
1 Crecimiento
1.2 ——
1501 1 | Afatoxinas
—f—

108
log
104
102

100

50

00 33 67 100 133 158
Concen del extracto {(mg/mL)

Fig. 35 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccién de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en medio SMKY
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Extracto metanélico de Y. schidigera

Peso seco (g) Aflatoxinas {mg)
14 200
I Crecimiento
12 1 ——
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——
0,8
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d 0 100 133 145o
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Fig. 36 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en medio SMKY

Extracto metandlico de Y. schidigera

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
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- 1 Crecimiento
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Fig. 37 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en medio SMKY
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Extracto metandlico Y. schidigera

resuspendido en agua
Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
50 14
- i 12 Crecimiento ‘
40 1" -
| y 1 Aflatoxinas
30 1l 0.8 -
20 106
104
10 lo2

0 | 1 1 1 0
0 13 25 38 50

Concen de extracto {mg/mL)

Fig. 38 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera resuspendido en agua
sobre el crecimiento y produccién de afiatoxinas por A. flavus cepa 1059 en
medio SMKY .

Extracto metanoélico de Y. schidigera
resuspendido en agua
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Fig. 39 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera resuspendido en agua
sobre el crecimiento y produccion de aflatoxinas por A. fiavus cepa 1273 en
medio SMKY
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Extracto metanélico de Y. schidigera

resuspendido en agua
Peso seco (g) Afiatoxinas (mg)
14 200
[ ) Crecimiento
12 [ -8
17 1199 | anatoxinas
0.8 L ——
r 100
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02 f :
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Concen de extracto (mg/mL)

Fig. 40 Efecto del extracto metandlico de Y. schidigera resuspendido en agua
sobre el crecimiento y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en
medio SMKY ;
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Extracto metandlico de Y. schidigera

resuspendido en agua
Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
1.4 200
12 ] Creclztlento
1 [ 150 Aflatoxinas
08| ——
100
06
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02

i 0 100 133 180 225 27!50
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Fig. 41 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera resuspendido en agua
sobre el crecimiento y produccién de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en
medio SMKY

Extracto metandlico de Y. schidigera
resuspendido en agua
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Fig. 42 Efecto del extracto metanalico de Y. schidigera resuspendido en agua
sobre el crecimiento y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en
medio SMKY

86



Extracto acuoso de Y. schidigera

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
25 25
: ]

2 120

1.5,‘ 15
1r 110

05 15

1 ® $ @
0 17 29 38 53 80 ?
Concen de extracto (mg/mL)

-

Fig. 43 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera sobre el crecimiento y
produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1059 en medio SMKY

Extracto acuoso de Y. schidigera
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Fig. 44 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera sobre el crecimiento y
produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1273 en medio SMKY
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Extracto acuoso de Y. schidigera

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
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1 40 ——
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02 . 10
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Fig. 45 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera sobre el crecimiento y
produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en medio SMKY
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Extracto acuoso de Y. schidigera

Peso saco (g) Aflatoxinas (mg)
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Fig. 46 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera sobre el crecimiento y
produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en medio SMKY
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Fig. 47 Efecto del extracto acuoso de Y. schidigera sobre el crecimiento y
produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en medio SMKY
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Extracto clorofémico de Y. schidigera
Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
1,2 80
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Fig. 48 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera sobre ef crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1059 en medio SMKY
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Fig. 49 Efecto del extracto cloroformico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1273 en medio SMKY




Extracto cloroférmico de Y. schidigera
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Fig. 50 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en medio SMKY

91



Extracto cloroférmico de Y. schidigera
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Fig. 51 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccién de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en medio SMKY

Extracto cloroférmico de Y. schidigera
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Fig. 52 Efecto del extracto cloroférmico de Y. schidigera sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en medio SMKY




Extracto metandlico de L. tridentata

Peso seco (g) Afatoxinas (mg)
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Fig. 53 Efecto del extracto metandlico de L. ¢ridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1059 en medio SMKY
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Fig. 54 Efecto del extracto metanélico de L. tndentata sobre el crecimiento
y produccién de aflatoxinas por A. flavus cepa 1273 en medio SMKY
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Extracto metandlico de L. tridentata

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
14 200
I . Crecimiento
1.2 [ —-
1 150 | Aflatoxinas
——

08 :
06 F
04 J
0,2 )

100

0 0
0 6 13 20 33 S0
Concen del extracto (mg/mL.)

-

Fig. 55 Efecto del exiracto metandlico de L. tridentata sobre el crecimiento

y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en medio SMKY

-
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Extracto metandlico de L. tridentata

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
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Fig. 56 Efecto del extracto metandlico de L. fridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en medio SMKY
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Fig. 57 Efecto del extracto metandlico de L. tridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en medio SMKY
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Extracto cloroféormico de L. tridentata

Peso seco (g) Aflatoxinas (mg)
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‘Fig. 58 Efecto del extracto cloroférmico de L. tndentata sobre el crecimiento
y produccién de aflatoxinas por A. flavus cepa 1059 en medio SMKY
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Fig. 59 Efecto del extracto cloroformico de L. tridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1273 en medio SMKY
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Extracto cloroférmico de L. tridentata
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Fig. 60 Efecto del extracto cloroférmico de L tridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. flavus cepa 1299 en medio SMKY

97



Extracto cloroférmico de L. tridentata
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Fig. 81 Efecto del extracto cloroférmico de L. tridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa Su-1 en medio SMKY
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Fig. 62 Efecto del extracto cloroférmico de L. tridentata sobre el crecimiento
y produccion de aflatoxinas por A. parasiticus cepa 148 en medio SMKY
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Fig. 63 Efecto del extracto metanélico de Y. schidigera sobre el crecimiento de
A. flavus en medio SMKY

Fig. 64 Efecto del extracto cloroférmico de L. fridentata sobre el crecimiento de
A. flavus en medio SMKY



S1-2 3 45

Fig. 65 Cromatografia en capa fina con muestras de aflatoxinas de cultivos
controles de las cepas 1059, 1273 y 1299 de A. flavus y las cepas Su-1 y 148 de A.
parasiticus.
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Fig. 66 Cromatografia en capa fina de muestras de aflatoxinas de cultivos de A. flavus
tratados con diferentes dosis del extracto metanélico de Y. schidigera

C C

Fig. 67 Cromatografia en capa fina con muestras de aflatoxinas de cultivos de A
parasiticus tratados con diferntes dosis del extracto cloroférmico de L. tndentata
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EFECTO ESPOROCID A DE EXTRACTOS

Los experimentos nos mostraron que el contacto del extracto metanélico de Y.
schidigera con esporas de la cepa 1299 de A. flavus y de las dos cepas de A.
parastticus originé, al cabo de 13 dias la incapacidad de germinacion de las esporas.
En el caso del extracto cloroférmico de esa misma planta, el mismo efecto ocurrié pero
al quinto dia. En cambio el extracto metandlico resuspendido en agua no originé
pérdida en la viabilidad hasta el 13 d de exposicion. Los extractos de L. tridentata
fueron disminuyendo paulatinamente la capacidad de germinar de las esporas,

aunque no totalmente, en todas las cepas analizadas (Tablas 18-23).
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Dia
Extra | Concen | 1 3| 5 7 9 | 11 13
cto | (mg/mL
Contr % | 2%k | w88 | was | 228 | 2%a Py
ol
YsMe 150 sk | wpok | wes | sk | w9 | k¥ T
YsMe 130 k% | k0 | s% | ke | s2% | w2 T |
.Aq
YsClf- 5 | = . - - - R
Ace
YsCif- 10 * * - - - - 2
Ace
GobM 35 2532 | $%% | #%% | 2%% | 2% | 52 %8
€
GobCl 5 skk | kb | dhk | bdk | %% | 2% *
f-Ace
GobCl 10 wk% | $%%x | k9% | %0 | xka | 2% 2
f-Ace

Tabla 18 Efecto de la exposicion de extractos por diferente tiempo de
germinacién de esporas de A. flavus cepa 1059. (Nota: *** Abundante ** Moderado *

Poco -Nulo) Nota: YsMe: Extracto metandlico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Extracto metanélico de Y.
schidigera resuspendido en agua, YsAq: Extracto acuoso de Y. schidigera, YsCIf-Ace: Extracto
cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. tridentata

{gobemadora), GobClf-Ace: Extracto cloroférmico de L. tridentata resuspendido en acetona.
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Dia
Extracto Concen | 1 | 3 S |79 |11]13
mg/mL)
Control sed | x2% | ss% | 3% | 223 | x¥2 | s2x
YsMe 160 A% | 268 | B0 | 6% | 23k | 423 | s2%
YsMe-Aq 120 2%k | 2k | sx% | ¥ | 0% | £¥2 | BEs
YsClf-Ace 5 | = - - - . .
YsClf-Ace 10 | " - R - _
GobMe 24 wkk | sk& | 0% | sk | 3xs | #x 8
GobClf-Ace 5 k% | 2%% | x&% | k52 | 32% | *% *
GobClf-Ace 10 s% | %53 | 2% | sxs | w2 | =% %

Tabla 19 Efecto de la exposicion de extractos por diferente tiempo de
germinacion de esporas de A. flavus cepa 1273. (Nota:*** Abundante

Poco -Nulo) Nota: YsMe: Extracto metantlico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Extracto metanélico de Y.
schidigera resuspendido en agua, YsAq: Exiracto acuoso de Y. schidigera, YsCH-Ace: Extracto
cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. tridentata

(gobemadora), GobClf-Ace: Extracto cloroférmico de L. tnderiata resuspendido en acetona.

** Moderado *
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Dia
Extractos Concen | 1 | 3 | § 719 111]13
(mg/mL)
Control w2% | s0% | 250 | s38 | 2w | xee | ve2
YsMe 155 #%% | kn% | 3%s | 288 | 2% * _
YsMe-Aq 230 Bok | 4% | S48 | 200 | 2 | 4% | #
YsClf-Ace 5 bk | 4 | - - - -
YsClf-Ace 10 s | = - - - - i
GobMe 31 suk | #59 | 2ok | k% | se% | x2n [ *5
GobClf-Ace 5 %8 | %8 | %%% | wv% | ko | wk§ | &%
GobClf-Ace 10 ks | doks | 2o | kx| k%% | 2xs | $2

Tabla 20 Efecto de la exposicién de extractos por diferente tiempo de
germinacion de esporas de A. flavus cepa 1299. (Nota: *** Abundante

* Poco -Nulo) Nota: YsMe: Extracto metanélico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Extracto metandlico de Y.
schidigera resuspendido en agua, YsAq:. Extracto acuocso de Y. schidigera, YsClf-Ace: Extracto
cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. tridentata

(gobemadora), GobClIf-Ace: Extracto cloroférmico de L. tridentata resuspendido en acetona.

** Moderado
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Dia
Extractos Concen | 1 3 5 7 9 |11 ] 13
(mg/mL)
Control 225 | B4k | 2as | 283 | don | s%s | 5%
YsMe 150 A€ | k0% | S0k | dak | _ -
YsMe-Aq 270 % | 305 | 2x0 | o460 | v2% | ¥ | o8
YsClf-Ace 5 a8 | s ) = - - -
YsCif-Ace 10 t% & _ - 5 - s
GobMe 50 0% | 2ka | 24 | 2%k | 225 | £28 | $42
GobClf-Ace 5 26k | #2k [ a0k [ wen | sx% | 2us | o»
GobClf-Ace 10 ¢28 | %5% | 838 | 22e | we% | su2 | 33
Tabla 21 Efecto de la exposicion de extractos por diferente tiempo de

germinacion de esporas de A. parasiticus cepa Su-1 (Nota: *** Abundante ** Moderado
* Poco - Nulo) Nota: YsMe: Extracto metandlico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Exiracto metandlico de
Y. schidigera resuspendido en agua, YSAQ: Extracto acuoso de Y. schidigera, YsCif-Ace: Extracto
cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe: Extraclo metandlico de L. tridentata
(gobemadora), GobCif-Ace: Extracto cloroférmico de L. fridentate resuspendido en acetona.
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Dia
Extracto Concen | 1 3 § 7 9 |11 ] 13
(mg/mL)

Control Bk | Sk [ k% | $ke | ohe | skx | 2ox
YsMe 155 Bk | kak | wke [ ke | ¥p ® _
YsMe-Aq 260 22% | 58% | 2na | 32 | s32 | 2ux | 583
YsClf-Ace 5 w | v [ - [ - 1-1-1-
YsClf-Ace 10 el EA & - -1 -
GobMe 30 k[ o0k | 2k [ xxw | wnn | £x *
GobClf-Ace 5 w26 | w2k | kuk | ke | w3k | on *
GobClf-Ace 10 *x% | 23k | 2% | x| wu% | ¥% &

Tabla 22 Efecto de la exposicion de extractos por diferente tiempo de
germinacion de esporas de A. parasiticus cepa 148. (Nota: *** Abundante ** Moderado
* Poco - Nulo) Nota: YsMe: Extracto metanélico de Y. schidigera, YsMe-Aq: Extracto metanélico de

Y. schidigera resuspendido en agua, YsAqQ. Extracto acuoso de Y. schidigers, YsClf-Ace: Extracto
cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe: Extracto metandlico de L. fridentata

(gobemadora), GobClf-Ace: Extracto cloroférmico de L. tridentafa resuspendido en acetona.
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Dia
Cepa Concentracién 1 2 3
(mg/mL)

A f 1059 Control ses Y Sk
A f 1059 5 " . _
A. £ 1059 15 “ - e
A f 1059 20 - - -
A f 1273 Control s T 1Y
A f 1273 5 % * R
A f 1273 15 - - -
A f 1273 20 - - -
A f 1299 Control sxa 7T Y
A f 1299 [ ** * N
A £ 1299 15 - < .
A f 1299 20~ - - -
A p. Su-1 Control T T T
A p. Su-1 5 > * [
A p. Su-1 15 A - L
A. p. Su-1 20 “ < [

Tabla 23 \Viabilidad de esporas de las cepas con diferentes concentraciones del

extracto cloroférmico de Y. schidigera. Nota: YsMe: Extracto metanélico de Y. schidigera,
YsMe-Aq; Extracto metanélico de Y. schidigera resuspendido en agua, YsAq: Exiracto acuoso de Y,
Schidigera, YsClf-Ace: Extracto cloroférmico de Y. schidigera resuspendido en acetona, GobMe:
Extracto metanélico de L. tridentata (gobemadora), GobClf-Ace: Exiracto cloroférmico de L. tridentata

resuspendido en acetona.
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ANALISIS FITOQUIMICO DE £OS EXTRACTOS DE L rridentaray V. schidigera

Los diferentes sistemas de solventes utilizados para la purificacion del
compuesto activo de los extractos nos mostraron diferente bandeo segun el extracto,

los resultados se muestran en la tabla 24, en donde las bandas se refieren por su Rf.

Sist. eluente YsCif YsMe Gobclf GobMe_
Cloroformo 0.93-1.0 0 0.13, 0.28, 0.37 0, 0.53, 0.59
044 049,055 0.64, 0.67
Cif-Me 1:1 0.53-1.0 0.830.97 0.72-1.0 0.49,
0.67-1.0
Cif-Ace-Me 1:1:1 0490.79 036061 076097 0.91-0.97
Clf-Ace-Me 2:1:1 0.18,0.41, 0-0.14 0.76-1.0 0.86-1.0
071,093
Clf-Ace-Me 3:1:1 0.34, 0-0.14,10 0.66-1.0 0.82-0.96
0.68-0.96
Clf-Ace-Me 1:1:2 065091 065091 0651.0 0.91-1.0
Cif-Ace-Me 1:1:3 063-094 067094 081-1.0 _054-1.0
Benceno 0 0 0,0.13,0.2 0,0.17,0.21
022,022 026, 02
0.35
Ben-Me 1:1 0-0.27, 047067 07410 0.62,
0.47-0.8 0.88-1.0
Ben-Ace-Me 1:1:1 0-0.13, 045-066 0.68-0.90 0.86-1.0
05109 089-096 0.96-1.0
Ben-Ace-Me 2:1:1 0.36, 0.61, 0-0.13, 0.61, 0.70, 0.1, 0.24,
0.83-0.96 0.770.90 0.77-0.96 0.83,0.92
Ben-Ace-Me 3:1:1 0-0.4, 0.53, 0-0.86 0.08,0.16,0.24 0.08, 0.16,
0.73,0.93 0.48, 0.67, 0.83 0.68, 0.75
0.88,0.94, 099 0.83 0.88
0.94, 098
Ben-Ace-Me 1:1:2 0-0.26 066-093 0.76-1.0 0.93-1.0
0.73-0.93 )
Ben-Ace-Me 1:1:3 057086 028078 057-1.0 0.78-1.0

Tabla 24 Efectividad de los sistemas de eluente utilizados para la purificacion de los
compuestos activos de los extractos metandlico y cloroférmico de Y. schidigera y L.

tndentata
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El sistema de eluente que nos brind6 la mejor resolucién de bandas para los
extractos de gobemadora fue el Benceno:Acetona:Metanol 3:1:1, el cual nos mostré el

siguiente perfil al observario en la luz UV:

Extracto cloroférmico Extracto metandlico ‘
Rf Color a luz UV Rf Coloraluz UV .
0.99 Guinda 0.98 Rojo

0.94 Rojo 0.94 Azul

0.88 Morado-café 0.88 Morado-café
0.83 Verde 0.83 Verde

0.67 Verde claro 0.75 Verde

0.48 Rojo 0.68 Verde claro
0.24 Rojo 0.16 Verde

0.16 Verde 0.08 Azul

0.08 Azul

Tabla 25 Perfil de bandas de los extractos de gobemadora utilizando como eluente el
sistema Benceno-Acetona-Metanol 3:1:1

»

Todas las bandas obtenidas de todos los exiractos fueron probadas para
determinar su actividad antifingica contra A. flavus y A. parasiticus.

En el caso de los extractos de gobemadora, la banda que contenia el
compuesto activo resultd ser la banda morado-café con un Rf de 0.88 en el sistema de
eluente Ben-Ace-Me 3:1:1. Esta fra;;cién se purific en dos ocasiones en cromatografia
en capa fina, en una utilizando el mismo eluente y en la dltima utilizando sélo
cloroformo. Con ello se obtuvo el compuesto activo que presenté las siguientes
caracteristicas fisicas:

Granos iregulares color café a café verdoso, soluble en etanol, metanol y

cloroformo, con un punto de fusion de 82 a 87°C. Al someterlo al espectro de luz UV,
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las longitudes de onda que nos mostraron absorcion fueron: 240-226 y 290- 270 nm,
por lo que se propone que el compuesto activo de la gobemadora sea el acido
guaiarsético.

Por la complejidad de la fraccion en cuanto a sus constituyentes, al extracto
metandlico de Y. schidigera, se le realiz6 una extraccion para obtener la fracciéon con
saponinas. Una vez fraccionado el extracto (una fraccion con saponinas y ofra sin
saponinas), se les realizd0 |la prueba para determinar cual era la fracciobn con
propiedades antifungicas, |la cual resulté ser |a fraccién con saponinas. Por lo que se
analizaron otros sistemas de eluentes para esta fraccion y para el extracto cloroférmico

de la misma planta. Los resultados se muestran en la tabla 26,

Sist. eluente YsCIf Fraccién con saponinas (YsMe)
BuOH-MeOH 1:1 0.36-0.74, 0.90-1.0 0.15, 0.25, 0.37,
0.50.75
BuOH-MeOH 2:1 0.38-0.55, 0.55-0.76 0.2-0.38, 0.62-0.81
0.76-0.89, 0.88-1.0
BuOH-MeQOH 4:1 0.68-1.0 0.72-1.0
BuOH-MeOH 10:1 0.83-1.0 0.94-1.0

Tabla 26 Sistemas de eluentes utilizados para la cromatografia del extracto
cloroférmico y de la fraccién con saponinas de Y. schidigera

A cada una de las bandas se les hizo el andlisis para determinar sus
propiedades antifungicas, en el cual, las bandas con Rf de 0.55-0-76 y 0.89-1.0 de!
extracto cloroformico de Y. schidigera presentaron inhibicion del crecimiento de las
cepas utilizadas asi como también las bandas con Rf de 0.15 y 0.5-0-75 de la fraccion

butandlica conteniendo saponinas de esta misma planta.
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DISCUSION

En nuestra investigacion, determinamos la actividad antifingica de 28 plantas
utilizando los extractos obtenidos con diferentes solventes con polaridad ascendente,
las plantas que presentaron esta actividad fueron: Y. schidigera en su fraccion acuosa,
metandlica y cloroférmica, y L fridentata utilizando los extractos metandlico y
cloroférmico.

Las cepas de A. flavus 1059 y 1273, presentaron una produccién de aflatoxinas

menor a la cepa de A. flavus 1299 y las dos cepas de A. parasiticus.

ANACISIS DE ACTIVIDAD ANTIRUNGICA DE COS EXTRACTOS

Una de las plantas suculentas mas representativas de la flora de nuestro pais
son las del género Yucca, perteneciente a la familia de las lilidceas, que en zonas
aridas del norte llegan a ser especies dominantes (Matuda y Pifia, 1980).

Y. schidigera crece en los desiertos del suroeste de Estados Unidos y en Baja
California México. Su presencia domina el paisaje de los desiertos y alcanza una altura
de 3 a4 m al cabo de 15 - 20 afios (Headon et al, 1992).

Los extractos o preparaciones de Y. schidigera se utilizan en la industria
refresquera como agentes saborizantes y §spumantes; en la industria de cosméticos,
por sus propiedades tensoactivas, y en la industria de la alimentacion animal, por las

mejoras en |a productividad de los animales, debido a un incremento en la calidad de
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la atmosfera en los edificios donde se encuentran confinados, al disminuir las
concentraciones de amoniaco y acido sulfhidrico.

Y. schidigera se caracteriza por contener una alta concentracién de saponinas
esteroidales entre |as que destacan la sarsasaponina, la esmilagenina y la hecogenina
(Kaneda et al, 1987). Los extractos de esta plantas han tenido varios usos. Se han
realizado investigaciones en las que utilizan el extracto de esta planta en
microorganismos del rumen para aumentar la productividad fermentativa de estos
animales. (Wallace et al, 1993). Por |a polaridad de las saponinas, la extraccion con
agua y metanol nos permite obtener a este grupo de compuestos en las fracciones
acuosa y metandélica. El efecto antifungico de estos extractos fue notable, ya que la
esporulacion de Aspergillus se vi6 inhibida con aproximadamente el 50% de la CMI, en
ambos medios de cultivo. Sin embargo, esas CMI fueron altas comparandolas con los
demas extractos probados, variando de 80 a 130 mg/mL en medio PDA y de 135 a 275
mg/mL en medio SMKY.

La CMI del extracto acuoso de Y. schidigera fue menor a la de los extractos
metanodlicos, estando en un rango de 50 a 59 mg/mL en medio PDA y de 85 a 92
mg/mL en medio SMKY. Estos rango son estrechos lo que indica que el efecto
inhibitorio en todas las cepas de las dos especies probadas fue muy similar, por otro
lado, el efecto colonial fue el mismo que el presentado con los extractos metanélicos,
es decir, produjo una inhibicion de la esporulacion y el crecimiento micelial fue
plumoso y con desarrolio aéreo mayor que el control.

El extracto cloroférmico de Y. schiq:'gera, fue el que presentd una CMI mas baja,

estando en un rango de 21 a 28 mg/mL en medio PDA y de 12 a 14 mg/mL en SMKY,
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la diferencia en las CMI entre los dos medios se puede deber a que el extracto
cloroférmico presenta compuestos medianamente polares, por lo que la disponibilidad
del mismo en un medio sé6lido es menor que en el liquido considerando que el hongo,
en medio sélido crece sélo en la superficie.

El efecto de los extractos de Y. schidigera sobre [a produccién de aflatoxinas
fue variable. El extracto metandlico, disminuyé en una unidad logaritmica la produccion
especifica desde la concentracién mas baja utilizada en las cepas menos productoras
de aflatoxinas (1059 y 1273), en cambio en las cepas mas productoras de aflatoxinas
como la 1299 de A. flavus y las dos de A. parasiticus, hubo una disminucién paulatina
de la productividad especifica; este efecto parece ser dependiente de la cepa.

Las diferentes concentraciones del extracto acuoso tuvieron un efecto muy
severo en todas las cepas disminuyendo una y hasta dos unidades logarit{nicas enla
productividad especifica de aflatoxinas como en el caso de |as cepas de A. parasiticus.
En el caso del extracto cloroférmico se mostraron diversos grados de inhibicion de la
productividad especifica. Sin embargo en la cepa 1273 las cor;centraciones menores
del extracto presentaron una estimulacién en la produccion de aflatoxinas. Este
fenémeno se ha reportado anteriormente por Masood y Ranjan (1990), Ansari ef a/
(1991) y Bilgrami (1992). Se sugiere que el incremento en la sintesis de aflatoxinas
puede presentarse cuando las esporas y/o micelio se encuentran bajo un estrés
subletal causado ya sea por compuestos organicos (Masood y Ranjan, 1880) o bien
por la accién de extractos de plantas (Ansari ef al, 1991)

El género Larrea se compone de 4 especies sudamericanas y una

norteamericana, perteneciente a la familia Zygophyllaceae, se distribuida en zonas
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aridas y semiaridas. Las especies L. cuneifolia (tetraploide n = 26), y L. ameghioi
(diploide n = 13) son especificas de Argentina, L. nitida (diploide n = 13) se encuentra
tanto en Chile como en Argentina, L. divaricata (diploide n = 13) se encuentra
principalmente en Argentina y Chile, con algunas pocas poblaciones aisladas en Perd
y Bolivia. La quinta especie, L. tridentata se encuentra sélo en norteamerica, diploide
(n = 13) en el desierto chihuahuense, tetraploide (n = 26) en la zona mas arida del
desierto sonorense y hexaploide (n = 39) en el desierto de Mojave (Mabry y Bohnstedt,
1981)

De las muchas plantas de las zonas érida;, las especies de gobermadora son
las mas quimicamente diversas. Este género produce ceras complejas, cientos de
compuestos volatiles, saponinas y otros-triterpenos, una gran cantidad de fenoles
incluyendo muchas agliconas y glicosidos flavonoides y el &cido nordihidroguaiarético
(NDGA) (Mabry y Bohnstedt, 1981)

La extraccion con solventes organicos permite obtener fracciones con diferentes
compuestos que componen su resina. Hurtado et a/ (1981), reporta que la resina de L
fridentata tiene propiedades fungicidas contra organismos de importancia
fitopatologica como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Pythium spp. En este
trabajo se demostré que esta actividad también se presenta contra hongos saprotitos
deteriorantes de alimentos y productores de micotoxinas como A. flavus y A
parasiticus.

La inhibicion del crecimiento de A. flavus y A. parasiticus con los extractos de L.
fridentata se obtuvo completamente a concentraciones relativamente bajas, teniendo
que en medio PDA, éstas se encontraron en un rango de 7 a 16 mg/mL, siendo el
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extracto cloroférmico mas efectivo. En general, las cepas de A. parasiticus necesitaron
una mayor concentracion del extracto, aunque estadisticamente no se encontré una
diferencia significativa entre las cepas. Las concentraciones minimas necesarias para
la inhibicién total del hongo en medio SMKY fueron mas altas que las observadas en el
medio PDA, estando en un rango de 10 a 50 mg/mL. El efecto de los extractos en
concentraciones menores a la minima inhibitoria, fue de una disminucion del
crecimiento micelial, asi como un desarrollo fragmentado sin formar anillo en el matraz
mientras que |a esporulacién no se vio afectada.

Con respecto a la productividad especifica de aflatoxinas por las cepas de A.
flavus y A. parasiticus, los efectos causados por los extractos metandlico y cloroférmico
de L. tridentata fueron diversos. En las-cepas de A. parasiticus, los dos extractos
disminuyeron paulatinamente la productividad especifica de aflatoxinas, en las cepas
1059 y 1299 de A. flavus, estos extractos inhibieron en una unidad logaritmica la
productividad especifica, en cambio, en la cepa 1273, el efecto del extracto
cloroférmico fue de mantener la misma productividad especifica, al disminuir de igual
manera el crecimiento y la produccién de aflatoxinas, sin embargo, el extracto
metandlico hizo que la productividad especifica se viera estimulada en las
concentraciones mas bajas (2,4,8 mg/mL), mientras que en las concentracines

mayores (12 y 14 mg/mL), se observé una disminucién drastica de la misma.
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LFECTO ESPOROCIDA DE COS EXTRACTOS ACTTVOS

El extracto metandlico de Y. schidigera resuspendido en agua, aparentemente
no causé alguna afeccion a las esporas, y permitid un 100% de germinacién, esto
mismo se observé cuando trabajamos con el extracto metandlico de esta planta,
resuspendido en metanol en las cepas 1059 y 1273 de A. flavus, no asi con la cepa
1299 de esta especie y las dos cepas de A. parasiticus en las cuales se perdi6
totalmente |a capacidad de germinacién al cabo de 13 dias. Este comportamiento se
puede deber a que la susceptibilidad de las esporas no es generalizada para cepas de
una misma especie 0 entre especies de un mismo género.

Los extractos de L. tridentata mostraron una pérdida gradual de la germinacion
de las esporas al paso del tiempo, siendo que a los 13 dias, se perdio entre un 50 y un
75%.

Con el extracto cloroférmico de Y. schidigera, se perdié la capacidad
germinativa a los 3 dias de mantenimiento del extracto con las esporas. Esto motivé a
determinar la concentracién capaz de inhibir la germinacion de esporas a las 24 h. Ya
que la concentracién minima del extracto que inhibia el crecimiento fue calculada de
entre 12 y 15 mg/mL en medio SMKY, utilizamos las concentraciones de 5, 15y 20
mg/mL del extracto, observando que una concentracion de 15 mg/mL fue capaz de

inhibir la germinacién de esporas a las 24 h de contacto.
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ANALISIS FITOQUIMICO

A los extractos metanélico y acuoso de Y. schidigera, se les realizé una técnica
de extraccion de saponinas con butanol (Headon et al, 1992). Se determiné la
actividad antifingica las dos fracciones obtenidas, siendo la fraccion butandlica
{(saponinas) la que mantenia la propiedad antifungica. Esto concuerda con estudios
realizados con microorganismos del rumen, en donde la fraccion del extracto de Y.
schidigera que tenia |a actividad antibacterial contra microorganismos del rumen era la
que contenia precisamente a las saponinas (Wallace et al, 1993). La accion
antifingica de saponinas se atribuye a su capacidad de formar complejos con los
esteroles de membrana resultando en una pérdida de la intergridad de la membrana
de los hongos (Bowyer ef al en 1995). Por lo que las saponinas obtenidas de Y.
schidigera podrian tener esta misma accién en contra de A. flavus y A. parasticius.

Al analizar las propiedades antifungicas de los extractos cloroférmico y
metandlico de L. tridentata, obtuvimos una mayor inhibicion con el extracto
cloroférmico. Cuando se aislaron los compuestos activos de cada extracto,
encontramos similitudes entre los, ya que presentaban el mismo Rf, las mismas
caracteristicas de color en luz y luz UV, y al correrlas en un mismo punto finalmente
aparecia una sola mancha, sin embargo, éste se encontraba en mayor proporcién en
el extracto cloroformico. Esto nos lleva a pensar primero que es el mismo compuesto y
que la naturaleza del compuesto debe ser de polaridad intermedia, ya que fue mas

efectiva su extraccion utilizando cloroformo como solvente.
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Hurtado et al, al intentar aislar los componentes de la resina de L. fridentata
responsables de la actividad antifingica, obtuvo varios lignanos y flavonoides. El
compuesto que aislamos con actividad antifungica, por sus caracteristicas fisicas,
punto de fusion y absorbancia en espectrometro de luz UV, cae dentro del grupo de los
lignanos, por lo que creemos que se trata de algun derivado de NDGA, ya que el rango
de absorcion de lignanos es de 230-240 nm y 280-290 nm, mientras que el compuesto
aislado presentd un rango de absorbancia de 226-240 nm y 270-290 nm. Al realizar los
andlisis espectroscopicos de infrarrojo, obtuvimos la confirmacién de que el compuesto

activo de L. tridentata con propiedades antifungicas era el acido guaiarético.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, llegamos a las siguientes

conclusiones:

Los extractos de Y. schidigera y L. tridentata obtenidos con diferentes solventes
presentaron actividad inhibitoria del crecimiento de las cepas 1059, 1273 y 1299 de A.
flavus y las Su-1y 148 de A. parasificus en los dos medios usados.

De los extractos de Y. schidigera obtenidos, el cloroférmico fue el mas efectivo
al inhibir el crecimiento de las cepas analizadas, mientras que el metandlico fue el
menos activo.

Los extractos de L. tridentata fueron en general los antifingicos més efectivos
en comparacion con los de Y. schidigera, siendo el mas efectivo el cloroférmico.

Los extractos de las dos plantas tuvieron diversos efectos en cuanto a la
productividad especifica de aflatoxinas, pero en la mayoria de los casos, las
concentraciones mas bajas usadas provocaron una disminucidn de una unidad
logaritmica.

Las CMI de los extractos de L. fridenfata fueron capaces de disminur la
germinacion de las esporas de las cepas utilizadas en mas de 50%, asi mismo el
extracto metanélico de Y. schidigera inhibié la germinacién de las esporas al cabo de

13 dias, en las cepas altamente productoras de aflatoxinas. La CMI del extracto
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cloroférmico de Y. schidigera inhibid la germinacion total de las esporas en 3 dias en
todas las cepas de A. flavus y A. parasiticus usadas.

El extracto cloroférmico de Y. schidigera a una concentracién mayor a la CMI
fue capaz de inhibir la germinacién de las esporas por 24 h en todas las cepas
utilizadas.

La fraccidn acuosa y metandlica de los extractos de Y. schidigera con actividad

antifingica es la que contiene saponinas.

Los compuestos activos de los diferentes extractos de L. fridentata presentan

propiedades fisicas y espectrométricas similares al acido guaiarético.
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