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ABSTRACT

In Mexico and another countries, Aspergillus flavus and A. parasiticus are
a big problem of polution in crops such as corn and the products derived from
these. La main importance of these microorganisms is their capability of
produce diverse toxins at the same time; between the most common are
aflatoxins (AF), ciclopiazonic acid (CPA) and kojic acid (AK); in case of be
consumed can cause dangerous damages to the living organisims; like
hepatotoxicity, teratogenicity, immunotoxicity and dead. Different physical and
chemical methods have been used to control the contamination of food and feeds
by these fungi or their toxins, however, until now there is not a method that
provide all the appropriate characteristics for it use on foods. The world
tendencies show an increase for the comsumtion of food without the use of
chemical substances, in this work we study the effectivity of two plant extracts
as an alternative for the control of the contamination by these fungi and their
toxins. We obtained different extracts from plants of genera Yucca and Larreq,
the preliminary results shown that the extracts of Yucca rigida and Larrea
tridentata got the best inhibition on growth; follow it these; we determinate the
minimal inhibitory concentration and the effect on production of aflatoxins,
ciclopiazonic acid and kojic acid, in both, culture media and corn kernels under
storage conditions. Finally were aditionated subinhibitory concentrations so we
could determinate the effect on hifae growth, viability and germination of

spores, growth of germinative tube and toxins production.
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The Larrea tridentata extract was the most effective on growth inhibition.
The addition of subinhibitory doses of the L. tridentata extract (25 to 76 % of
MIC) originated reductions of growth form 35 to 70 % on all strains used, for Y.
rigida extract we determinate reductions of around 65 % on all strains. Both
extracts inhibited strongly the production of all the toxins analyzed even on the
lowest concentration (25 % of MIC). These activity was observed same on
cultured media and corn kernels under storage conditions. By the way, was
observed an strong sporicide activity and the inhibition of growth of
germinative tube. The statistical analysis didn't show significative differences
(P > 0.05) between the strains, but it did between the species (P< 0.05) and the
extracts used (P< 0.05). The active compounds were isolated and the chemical
analysis show the presence of a lignane for L. tridentata extracts and a steroidal
saponin for Y. rigida extracts. Both compounds could be an alternative for the
preservation of foods and feeds susceptible of contamination for these

microorganisms.
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RESUMEN

En México asi como en otros paises, 1os hongos Aspergillus flavus y A.
parasiticus representan una grave problema de contaminacién en cultivos de
maiz y de sus productos procesados. La importancia de estos organismos radica
en su capacidad para producir varias toxinas; entre estas se encuentran: las
aflatoxinas (AF), el acido ciclopiazoénico (CPA) y el acido kédjico (AK) cuya
ingesta puede llegar a causar danos tan severos como hepatotoxicidad,
teratogenicidad, inmunotoxicidad e incluso la muerte. Se han probado y usado
diferentes métodos fisicos y quimicos para controlar la contaminacién de
alimentos por el hongo 0 sus toxinas, sin embargo, hasta el momento no existe
ningin método satisfaciorio. Tomando en cuenta la tendencia mundial de
consumo de alimentos totalmente naturales, en este trabajo investigamos la
efectividad de dos extractos de plantas como alternativa para el control de la
coﬁtam'macién por estos hongos y sus toxinas en alimentos. De acuerdo con
ensayos preliminares, se obtuvieron diferentes extractos de plantas de los
géneros Yucca y Larrea. Los extractos de Yucca rigida y Larrea tridentata
presentaron mayor inhibicidn de crecimiento y se les determiné la
concentracion minima inhibitoria del crecimiento y la produccion de
aflatoxinas, acido ciclopiazonico y acido kojico, tanto en medio de cultivo como
en maiz en condiciones de almacén. Posteriormente se adicionaron dosis

subinhibitorias de los extractos para determinar su efecto en el crecimiento, 1a
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viabilidad, la germinacién de esporas, el crecimiento de tubo germinativo y la
produccion de toxinas.

El extracto de Larrea tridentata fue mas efectivo en la inhibicién del
crecimiento. La adicién de dosis subinhibitorias (25 a 75 % de la CMI) del
extracto de L. fridentata origind reducciones del crecimiento que variaban desde
un 35 a un 70 % en todas las cepas usadas, en el caso del extracto de Y. rigida se
observaron reducciones en el crecimiento hasta un 65 % dependiendo de 1a cepa
¥ la concentracion del extracto usado. Ambos extractos inhibieron fuertemente
la produccion de las tres toxinas analizadas afin en la concentracién mas baja
usada (25 %). Esta actividad se mostrd tanto en medio de cultivo como en maiz
en condiciones de almacén. Igualmente de importancia resulté la actividad
esporicida de los extractos, asi como la inhibicion del crecimiento del tubo
germinativo. El analisis estadistico no mostrd diferencias significativas (P >
0.05) entre las cepas de la misma especie, pero si entre las especies diferentes (P
< 0.05) y de igual forma entre los extractos usados (P < 0.05). Los compuestos
activos se aislaron y de acuerdo con analisis gquimicos que indican la presencia
de un lignano en el caso del extracto de L. tridentata y de una saponina de tipo
esteroideo en el caso de Y. rigida. Estos compuestos pueden ser una alternativa
para la preservacion de alimentos susceptibles de contaminacion por estos

microorganismos.
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INTRODUCCION

Hoy en dia la contaminacion de los cereales por hongos es uno de los
problemas en alimentacién mas grandes a nivel mundial. Se estima que una
cuarta parte de todas las cosechas de cereales se contaminaban en el campo 0
durante su almacenaje (C.A.S.T., 1989; Trail, et al, 1995). Algunos de los
principales hongos contaminantes de estos tipo de cultivos pertenecen al género
Aspergillus. Las principales especies asociadas a esta contaminaciéon son: A.
Sflavus Link y A. parasiticus Speare, 10s cuales, ademas de producir dafios fisicos
en el grano son capaces de generar sustancias toxicas para los consumidores.
Entre las toxinas o micotoxinas mas importantes que producen estos hongos se
encuentran el acido ciclopiazonico (CPA), el acido kéjico (AK) y las aflatoxinas
(AF) como indican Dowd (1988); Gqaleni, et al. (1997); Pier, et al. (1989); Trail, ef
al. (1995).

El acido ciclopiazdnico al ser ingerido por ratas, perros y ofros mamiferos
en dosis subletales causa pérdida de peso y aumento en la concentracion de
amilasa, colesterol y lipasa sérica (Gqaleni, et ai., 1997; Pier, ef al., 1989;
Raymond, et al., 1995). El Acido kéjico presenta una alta citotoxicidad hacia
leucocitos, ademais de una actividad cardiotdxica; también se ha visto que si esta
toxina se inocula por via intraperitoneal puede causar convulsiones o Ia muerte
(Beelik., 1956; Werch, et al., 1957, Wilson., 1966). Las aflatoxinas provocan

hepatotoxicidad, teratogenicidad, inmunotoxicidad e incluso la muerte; ademas,
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se les ha relacionado fuertemente con la aparicién de cancer hepatico
(Dvorackva., 1990; Ellis, et al., 1991; Wilson., 1966).

Debido a su alta toxicidad se han realizado diversas investigaciones sobre
meétodos fisicos, quimicos y biolégicos para controlar o eliminar al hongo o la
produccion de las micotoxinas. Sin embargo, estos procesos son caros,
inefectivos o0 de muy dificil manejo (Applebaun y Marth., 1980; Ellis, et @l., 1991,
Karunaratine, et al., 1990; Moss y Smith., 1985). Actualmente algunas sustancias
provenientes de plantas con actividad antifiingica o bien inhibidora de la
produccion de micotoxinas han comenzado a verse como una alternativa para
controlar estos microorganismos en cereales (Ellis, ef al., 1991; Trail, ef al., 1995).

En este trabajo se probo la efectividad de extractos de plantas de la regién
como inhibidores del ¢recimiento, de 1a formacién de esporas y de la produccion
de toxinas, tanto en medio de cultivo como en granos de maiz en condiciones de

almacenaje.



