RESULTADOS
Determinacién de los extractos con actividad antifingica

Se analizaron 33 extractos de las plantas. Se considerd positivos a aquellos
que mostraron halos sin crecimiento alrededor del pozo (Fig. 1), o falta de
crecimiento sobre la superficie de los discos de papel (Fig. 2). Los resultados de
los extractos probados en este trabajo se encuentran reunidos en las Tablas 1y 2.
De los extractos se seleccionaron solo a dos de ellos por su fuerte actividad
inhibitoria sobre todas la cepas, estos fueron el extracto macerado de Y. rigida y
el aceite de L. tridentata.

Tabla 1.- Actividad de los extractos de plantas sobre las cepas de A. flavus
y A. parasiticus.

Planta / Extraccién Asbergillus flavus Aspergillus parasiticus
1059 1273 1299 Su-{ 148
Pozo | Papel | Pozo| Papel |Pozo| Papel | Pozo | Papel | Pozo | Papel
Y. carnerosana
Macerado 0 |-/0¥] 0 -/0 | 0 ]+/0 0 -/0 0 |+/0
Bidestilacion 12 [+/0| 8 | +/0] 0 }|-/0 0 -/0{ 15 |-/0
Cloroformo 0 |+/0] 0 | +/0)}) 0 (+/0 0 -/0 0 |-/0
Precipitado

Cloroférmico 11 /01 13| -/0 y10]-/0 3 {-/01 10 {-/0

Acido Clorhidrico 0 -/0 0 -0} O |+/0 0 +/0] 0 |+/0
Hidréxido de Sodio 0 -/0] 0 -/0j0])-/0 0 -/0 0 {-/0
Y. filifera

Macerado 0 -/0 0 /0| 0]-/0 0 -/0 0 -/0
Bidestilacién 8 +/0| 8 | +/0l 9 |+/0 0 -{0 0 |-/0
Cloroformo 0 -/0 0 -/0 1 Q01-/0 0 -/0 0 -/0
precipitado o[-0 10| +r0]ur]|+s0] o [-r0| 0 [-s0
Cloroférmico

Acido Clorhidrico 0 -0 ] 0 /0] 0| -/0 0 -10 0 -/0
Hidroxido de Sodio 0 -/0 0 -0 | 0] -/0 0 -/0 0 -/0

*. +: no ¢recimiento en la superficie del disco; -: crecimiento en 1a superficie del
disco; Ntimero: halo de inhibicion en mm



Tabla 2.- Continuacién de los resuitados de los extracios de las plantas

probadas sobre las cinco cepas de Aspergillus.

61

[Planta / Extraccién Aspergillus flovus Aspergillus parasiticus
1059 1273 1299 Su-1 148
Pozo| Papel | Pozo | Papel | Pozo | Papel | Pozo | Papel | Pozo | Papel
Y. rigida
Macerado 28 +/15% 32 |-/12]| 35 [-/I8)] 29 |+/13] 33 |+/12
Bidestilacion 0| +/0 0 +/0 0 +/0 0 -/0 0 -/0
Cloroformo 0|-/0 0 -/0 0 +/0 0 -/0 0 -/Q
Precipitado
cm.—gf ormico o|+0| o |+/0] 0 |-/0| O |-/0| 0 (+/0
Acido Clorhidrico | 0 | +/0 0 -/0 0 +/0 0 +/0 0 +/0
Hidréxido de Sodiol 0 -/0 ] +/0 0 -/0 0 -/0 0 +/0
Y. stricta
acerado 0 |+/0] 0 (+/0] O -/0 0 -/10 0 +/0
Bidestilacién 0 {+/0 0 -/0 0 +/0 0 +/0 0 -/10
Cloroformo 0]-/0 0 -/0 0 -/0 0 -/0 0 +/0
gg’;"g;;‘r':ico i |+s0] 12 [+70] 12 |+/0| 0o |-70| 0 |-/0
Acido Clorhfdrico | 0 | -/0 0 +/0 0 -/0 0 +/0 0 +/0
idréxido de Sodigf 0 | -/0 0 -10 0 |+/0 0 |+/0 0 -/0
Y. thopsoniana
Macerado 0 -f0 0 -/0 0 +/0 0 -/0 0 +/0
idestilacion 04l -/0 0 -/0 I [+/0| Il |+/0 12 |+/0
Cloroformo 0 |-/0 0 -/0 0 +/0 0 +/0 0 -/0
Precipitado 3l+/0] 13 {+70) o [-r0]| 11 |+70] 0 |-/0
Cloroférmice
Acido Clorhidrico | 0 | -/0 0 -10 0 +/0 0 +/0 0 -1Q
Hidréxido de Sodiof @ | -/0 0 -{Q 0 +/0 0 -1Q 0 -/10
Larrea tridentata
Aceite 36 [+/20( 39 |+/18] 41 |+/19] 35 |+/151 38 |+/1i5
_A_gga 0 -/0 0 -/0 0 -/0 0 -f0 0 -/0
Agua:Glicerol 01]-/0 0 -10 0 -/0 0 -/0 0 -/0

*: +: no crecimiento en la superficie del disco; -:crecimiento en 1a superficie del

disco; Namero: halo de inhibicién en mm.



Fig. 1.- Halos de inhibicion originados por el extracto en pozos.

€3

Fig 2.- Halos de inhibici6én originados por el extracto en discos de papel.
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Determinacion de la CMI
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A los extractos activos seleccionados anteriormente, se les determind la

CMI del crecimiento en medio s6lido (Czapek con agar; Figs 3 ¥ 4) y en medio

liquido (Caldo Czapek; Figs 4y 5).

Fig 3.- CMI del crecimiento en medio

Czapek con agar para L. tridentata

Fig 5.- CMI del crecimiento de

L. tridentata medio Czapek.

Fig 4.- CMI del crecimiento en medio

Czapek con agar para Y. rigida

Fig 6.- CMI del crecimiento en de

Y. rigida en medio Czapek
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El promedio de 1a CMI para fodas las cepas de Aspergillus en el medio
solido para el extracto de Larrea fue de 32 mg/ml y de 32.6 mg/ml para el
extracto de Yucca. No se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre de
las CMIs de ambos extractos; ademas tampoco se encontraron diferencias
significativas entre la inhibicién en las cepas usadas (Tabla 3).

Afin asi, se puede apreciar 1a cepa SRRC 1273 de A. flavus, present6 la CMI
mas alta con ambos extractos y las CMIs mas bajas fueron presentadas por las
cepas SRRC 148 y SRRC Su-1 de A. parasiticus para 10s exiractos de Larrea y
Yucca respectivamente.

Tabla 3.- CMI de los extractos con actividad antifangica en medio Czapek

con agar,

Cepas de Aspergillus CMI del Extracto de CMI del Extracto de
Larrea tridentata (mg/ml) Yucca rigida (mg/ml)

A flavus 1059 36 + 1.2 35+ 15

A flavus 1273 43+ 1.0 35+ 1.5

A flavus 1299 29+ 038 34 £ 0.7

A. parasiticus Su-1 27 £ 0.9 29+ 1.0

A. parasiticus 148 25t 1.1 30+ 1.0

*: Desviacion Tipica de 1a Media.

Por otro lado, en el medio liquido se encontrod que el promedio de 1las CMI
del extracto de Larreq era de 7.8 mg/ml y el de Yucca 28.6 mg/ml.,

Como podemos apreciar en la tabla 4 para el extracto de Larrea la cepas
con la CMI mas baja fueron 1a SRRC 1059 y la SRRC 1273 de A. flavus; ademas de

la SRRC 148 de A. parasiticus en el extracto de Yucca.
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La CMI mas alta encontirada fue en la cepa SRRC 1299 de A. flavus seguida

de ambas cepas de A. parasiticus v posteriormente las cepas restantes de A.

flavus.

Tabla 4.- CMI de los extractos con actividad antifingica en Caldo Czapek.

Cepas de Aspergillus CMI del Extracto de CMI del Extracto de
Larrea tridentata (mg/ml) Yucca rigida (mg/ml)
A. flavus 1059 8 1 0.5* 31+ 1.0
A flavus 1273 8+0.5 261 1.0
A flavus 1299 1011 26 £ 08
A. parasiticus Su-| 712 30+ L:i
A parasiticus 148 6108 30+ 1.2

*: Desviacion Tipica de la Media.

En este caso se encontrd que no existen diferencias significativas (P= 0.05)
en las CMIs entre las cepas probadas. Sin embargo se encontraron diferencias
significativas (P= 0.05) entre ambos medios pero solo en ¢l caso del extracto de
gobernadora con una (P= 0.05).

Efecto de mezclas de los extractos

Se realizaron mezclas de los extractos crudos de ambas plantas, sin
embargo, no se encontraron reducciones en las CMI al compararlas con los
extractos por separado en el medio Czapek. De forma contraria, la mayoria de
las mezclas mostraron CMI ligeramente mayores a las obtenidas anteriormente
(Tabla 5). Aunque el analisis estadistico realizado no mostrd diferencia
significativa (P= 0.05) al compararse con las CMI obtenidas anteriormente por

los extractos por separado.



66

Tabla 5 CMI de las mezclas de los exiractos probadas contra las

diferentes cepas de Aspergillus.

Y. rigida | A flavus 1059 | A. flavus 1273 | A. flavus 1299 | A poarasiticus | A parasiticus
L. tridentata Su-| 148
mg/mi
11 9 & Q5% Il +04 11+1.0 8t 1.1 7109
1:2 [0+ 1.0 14+ 04 12+ L1 710 8+04
I:3 12+ 08 I5+1.0 14109 12+ 08 9+ 05
1:4 07 12+ 04 I1+05 10+ 1.2 9107
I:5 9+ 1.3 I1+07 13+04 12+ 1.4 809
i:6 9+ 1. 10+ 0.9 1l 0.6 9+ 1.0 10+ 1.0
I:7 10110 17 1.1 10+ 1.0 11+09 11+£05
(:8 10+ 0.7 10 IEAR 10+£07 9+07
1:9 13+ 06 9+07 14+ 1.0 12+£1.0 8§1+09
L tridentata /
Y. rigida
I:1 14+£09 I +£06 10+ 1.0 10+ 1.2 7107
{2 I1+05 10+ 1.0 {(2+08 10+ 1.4 9+0.9
1:3 9+0.5 i+l +07 IH£10 10 £ 4.0
I-4 10£ 1.0 14+ 1.0 Il +06 11 +£09 8§+ 1.1
I:5 12+08 I +04 10+ 1.0 14+04 710
i:6 It +07 14+ 04 I+l 9+05 9+08
-7 9+13 I5+1.0 14+ 1.0 7+07 9+08
{:8 17+ 11 12 04 10+ 0.7 3+14 0+ 1.2
1:9 11+1.0 I1+0.7 12+ 1.0 9+ 1.0 8+ 14

* Desviacion Tipica de 1a Media.
Efecto en el crecimiento del hongo

En este caso se utilizaron el 25, 50 y 75% de 1la CMI del crecimiento en
medio s6lido, se midid el diametro y se observé6 1a morfologia de colonia a nivel
microscépico.

El extracto de Larrea afectd de forma apreciable el didmetro de colonia
pero solo en las concentraciones del 50 y 75 % de 1la CMI. La concentraciéon mas

baja no mostrod un efecto inhibitorio del crecimiento (Tabla 6).
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Tabla 6.- Efecto del extracto de Larrea sobre el diAmetro de colonia de

cepas de Aspergillus.
Extracto de L Didmetro de colonia (mm)
tridentata  |A flavus 1059 ] A flavus 12731 A. flavus 1299 |A. parasiticus Su-1|A. parasiticus 148
Control 120 £ 8* 12+ 10 115+9 155 1157
25%delaCMI| 145 106 £9 110+ 3 1039 ML x3
50 % de la CMI 99+ 6 80£3 8715 92+7 88+3
75%delaCMI] 30%7 22+t8 2716 375 3414

*: Degviacion tipica de 1a media

Este extracto, en las concentraciones de 50 y 75 % indujo un cambio en la

morfologia macroscipica colonial, ya que se perdia la forma caracteristica de la

colonia con el micelio de color blanquecino y sin la aparicion de conidias (Figs 7,

8,9y 10).

Fig. 7 Control de crecimiento de

Aspergillus.

Fig. 8.- Efecto del 25 % de 1a CMI del

extracto de L. tridentata sobre

el crecimiento de Aspergillus.
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Fig. 9 Efecto del 50 % de 1a CMI del Fig. 10.- Efecto del 75 % de la CMI del
extracto de L. tridentata sobre extracto de L. tridentata sobre
el crecimiento de Aspergillus. el crecimiento de Aspergillus.

Las observaciones en microscopia de luz, el extracto de Larrea gener
alteraciones en la estructura morfolégica con malformaciones de las hifas, asi
como también reduccién en el nimero de conidias, ademéas de que las cabezas
conidiales se observaron con un nimero menor de cadenas y esporas (Figs. 11,
12, 13 y 14). Estos efectos pudieron ser apreciados en menor 0 mayor grado en
todas las cepas de Aspergillus probadas. Sin embargo, se observé que las cepas
de A. flavus presentaron mayor proporcion de estos defectos que las de A.



69

Fig. 11.- Crecimiento control de Fig. 12.- Efecto del 25 % de 1a CMI del
A. flavusa 40 X. extracto de L. tridentata sobre el

crecimiento de A. flavusa 40 X.

Fig. 13.- Efecto del 50 % de la CMI del Fig. 14.- Efecto del 75 % de la CMI del
extracto de L. tridentata sobre el extracto de L. tridentata sobre ¢l

crecimiento de A. flavusa 40 X crecimiento de A. flavus a 40 X.
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En el microscopio electrénico se apreciaron las alteraciones morfologicas
y efectos como reduccion en el ntimero y longitud de las cadenas en las cabezas

aspergilares (Figs. 15, 16, 17 y 18).

Fig. 15.- Fotografia al microscopio electrénico del crecimiento control de A.

favus a 4000 X.

Fig. 16.- Fotografia al microscopio electrénico del efecto del 25 % de 1a CMI sobre

el crecimiento de A. flavus a 4000 X,
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Fig. 17.- Fotografia al microscopio Fig. 18.- Fotografia al microscopio
electronico del efecto del 50 % electrénico del efecto del 50 %

de la CMI del extracto de L. de la CMI del extracto de L.
tridentata sobre el crecimiento de tridentata sobre el crecimiento de
A. flavus a 4000 X. A. flavus a 4000 X,

De manera similar, el extracto de Yucca redujo el diAmetro de 1a colonia
en las concentraciones mas altas probadas (50 y 75 % de la CMI). Sin embargo,
estos cambios no fueron tan notorios como los presentados con el extracto de
Larrea. Los resultados completos de este experimento se encuentran en la tabla

7.
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Tabla 7.- Efecto del extracto de Yucca sobre el diametro de colonia de cepas

de Aspergillus.
Didmetro de colonia (mm)
Cepas Usadas | Control |25 % de la CMI[50 % de ta CMI |75 % de la CMI|I100 % de la CMI
A flovus 1059 | 120 + 8* 11713 110+2 35+5 0
A flavus 1273 | 112X 10 106 £ 3 94t 6 33+7 0
A. flavus 1299 II5+9 110+ 3 8915 3613 0
A. parasiticus Su-1{ 115+ 5 108 + 2 95 + 4 3615 0
A parasiticus 148| 1157 110+ 3 905 30+3 0

*: Desviacion tipica de la media.

A simple vista, 1a morfologia colonial de las cepas no fue afectada por

ninguna de las concentraciones prebadas de manera clara, como se observa en

las figuras 19, 20, 21 y 22.

Fig, 19.- Control de crecimiento de

Aspergillus.

Fig. 20.- Efecto del 25 % de 1a CMI del
extracto de Y. rigida sobre

el crecimiento de Aspergillus.
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Fig. 21 Efecto del 50 % de 1a CMI del Fig. 22.- Efecto del 75 % de 1a CMI del
extracto de Y. rigida sobre extracto de Y. rigida sobre
el crecimiento de Aspergillus. el crecimiento de Aspergillus.

La observacién en el microscopio de luz, mostré alteraciones en la
estructura morfolégica con malformaciones de las hifas, asi como también
reduccion en el ntimero de conidias, ademéas de que las cabezas conidiales se
observaron con un nGmero menor de cadenas y esporas. Tal como se aprecia en

las figuras 23, 24, 25 y 26.
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Fig. 23.- Crecimiento control de Fig. 24.- Efecto del 25 % de la CMI del
A, flavus a 40 X, extracto de Y. rigida sobre el

crecimiento de A. flavusa 40 X,

Fig. 25.- Efecto del 50 % de 1a CMI del Fig. 26.- Efecto del 75 % de la CMI del
extracto de Y. rigida sobre el extracto de Y. rigida sobre el

crecimiento de A. flavus a 40 X. crecimiento de A. flavusa 40 X.



75

En el microscopio electrdnico se apreciaron las alteraciones morfologicas
y efectos como reduccion en el namero y longitud de las cadenas en las cabezas

aspergilares (Figs. 27, 28, 29 y 30).

Fig. 27.- Crecimiento control de Fig. 28.- Efecto del 25 % de 1a CMI del
A. flavus a 4000 X, extracto de Y. rigida sobre el

crecimiento de A. flavus a 4000 X.

Fig. 29.- Efecto del 50 % de la CMI del Fig. 30.- Efecto del 75 % de la CMI del
extracto de Y. rigida sobre el extracto de Y. rigida sobre el

crecimiento de A. flavus a 4000 X, crecimiento de A. flavus a 4000 X.
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Efecto sobre la produccion de toxinas

El crecimiento del hongo no fue afectado de manera significativa por el
extracto de L. trideniata en medio liquido en las concentraciones del 25, 50 y 75
% de la CMI. Solo se observaron reducciones de un 25 - 35 % del crecimiento en
las concentraciones mas altas probadas en todas las cepas (Tabla 8). El analisis
de varianza mostrd que era similar el efecto del exfracto sobre las cepas
probadas y entre las especies.

Tabla 8.- Efecto de conceniraciones subletales del extracto de Larrea sobre

el crecimiento del hongo en caldo Czapek.

Peso Seco del Hongo mg/ 25 ml
Cepas Usadas Control 25 % 50% 75 % 100 %
flavus 1059 349 + 6+ 2935 287 £ 6 261 £ 6 0
. flavus 1273 29918 285 +7 2755 244+ 5 0
A flavus 1299 288+ 3 279+ 2 250+ 3 233+ 4 0
A parasiticus Su-| 282+ 8 273+ 4 245+ 4 2307 0
A. porasiticus 148 280+ 2 272+ 3 238+ 6 222+ 2 0

*. Esta es la media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.

Por otra parte, el crecimiento tampoco fue inhibido de forma importante
por el extracto de Y. rigida, solo se observé una inhibicién de un 25- 30 % en
comparacion con el control en las concentraciones de 50 y 75 % (Tabla 9). Igual al
extracto de L. tridentata, no se observaron diferencias significativas (P=0.05)

entre las reducciones de crecimiento en las cepas en las concentraciones usadas.
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Tabla 9.- Efecto de concentraciones subletales del extracio de Yucea rigida

sobre el crecimiento del hongo en caldo Czapek.

Peso Seco del Hongo mg /25 ml
Porcentaje de la CMI

Cepas Usadas Control 25 % 50 % 75 % 100 %

flavus 1059 349 + 6 290+ 5 277+ 6 2581 6 0
A flavus 1273 299+ 8 279 +7 26615 24215 0
A flovus 1299 288+ 3 282 +2 24443 230+ 4 0
A parasiticus Su-1| 282+ 8 270 + 4 23914 220+ 7 0
A porasiticus 148 | 280+ 2 268+ 3 2356 218+2 0

*: Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.

El analisis estadistico de ambos extractos por grupos, no reveld
diferencias de efectividad en los porcentajes de la CMLI.

Produccion de Aflatoxinas

En el caso del extracto de L. tridentata se observ6 una fuerte inhibicién de
la produccion de aflatoxinas. Adn en la concentracion mas baja (25% de la CMI)
la inhibicion fue de hasta un 79 % y en las concentraciones de 50 y 75 % de la
CMI de hasta un 98% (Tabla 10).

Se observaron diferencias significativas entre la efectividad de 1las
toncentraciones usadas en especial entre el control y la concentracion del 100 %
de 1a CMI en todos los casos con una P = 0.05. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre el efecto de 1as diferentes concentraciones y las

diferentes especies.
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Tabla 10.- Efecto del extracto de L. tridentata sobre la produccion de

aflatoxinas en caldo Czapek.
Concentracién de affatoxina ng /ml
Cepas Usadas Control 25 % 50 % 75% 100 %
flavus 1059
Aflatoxina B, 4.1 +0.3* 0.9 + 0.08 0.6 £ 0.2 04+03 0
Aflatoxina B2 2.3 £ 0.1 0.4+ 0.1 0.3 + 0.02 0.l + 0.008 0
flovus 1273

IAflatoxina B, 3.9+0.3 1.2 +0.2 04102 0.3 +0.] 0
Aflatoxina B; 25+ 0.1 0.6 + 0.04 02+002 | 0.0l £0.008 0

. flavus 1299
Aflatoxina By 3.7+ 0.2 1.5 + 0.04 0.4 +0.08 0.3 + 0.008 0
Aflatoxina B, 2.5 +£0.08 1.1 02 04+ 0.2 0.2 £ 0.04 0
A. parasiticus Su-}

fiatoxina B, 40+£0.2 24101 0.1 £ 0.08 0.4 + 0.04 0
Aflatoxina B; 2.8 0.1 2.1 £02 09+£03 0.5+02 0

flatoxina G, 4.1 +£0.2 2.7 + 0.04 27 +0.2 0.5 + 0.04 0
Aflatoxina G, | 2.91 + 0.04 1.7 +0.l 1.4 £0.1 0.7 £03 0
A. parasiticus 148
Aflatoxina B, 49+03 3.3+£02 0.9 + 0.04 0.3 + 0.004 0
Aflatoxina B, 33 0.l 1.8 02 0.6 +0.2 0.1 +0.1 0
Aflatoxina G, 57 +0.04 1.3+0.3 1.0 £ 0.004 04101 0

flatoxina G 53+0.3 20+ 02 0.5 +£0.08 0.3 +02 0

* Esta es la media de tres experimentos realizados por duplicado con su

desviacion tipica.

El extracto de Y. rigida presentd un efecto inhibitorio mas fuerte que el de

L. tridentata. En este caso, la concentracion del 25 % de la CMI redujo la

cantidad de aflatoxinas en un 90 %. De forma similar las demas concentraciones

redujeron la produccion de aftatoxinas hasta en un 98 % (Tabla 11). En este caso,

no se observaron diferencias significativas entre las cepas con una P = (.05, pero

si en la efectividad entre las concentraciones usadas al ser comparadas con el

control y 1a concentracion del 100 % de la CML.
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Tabla 11.- Efecto del extracto de Y. rigida sobre la produccién de
aflatoxinas en caldo Czapek.
Concentracién de aflatoxina ng / 25 ml

Cepas Usadas Control 25 % 50 % 75% 100 %
A flavus 1059
Aflatoxina B, 4.1 £ 0.3 1.2 03 0.4 + 0.2 03102 0
Aflatoxina B, 2301 0.09+004 | 003002 | 0.03 &0.008 0

flavus 1273
Aflatoxina B, 3903 091+02 0.4+02 0.2 £ 0.1 0
Aflatoxina B, 25 0.1 04 1 0.1 0.1 +0.008 | 0.05 +0.02 0
A. flavus 1299
Aflatoxina B, 37102 1.010.2 0.4 % 0.1 0.1 +0.04 0
Aflatoxina B, 2.5 +0.08 08102 03101 0.08 + 0.004 0
A.parasiticus Su-|
Aflatoxina B, 40+ 02 0.2 £02 0803 0.5 + 0.2 0
iAflatoxina B, 28+0.] .30 06+03 03+0.4 0

flatoxina G, 4. £0.2 22103 [.2%+02 03+02 0
Aflatoxina G: 2.9+ 0.04 1.8+£02 1.0 +0.2 04 +0.1 0
A.parasiticus 148
Aflatoxina B, 49+03 0.4 £ 0.1 03 0.} 0.31+0.1 0
Aflatoxina B, 33+0.1 06 £ 0.{ 0.3+0.1 0.1 + 0.004 0
Aflatoxina G, 45 + Q.1 1.3+03 04+02 0.1 + 0.004 0
Aflatoxina G, 53+0.3 2103 04+02 0.06 + 0.001 0

*: Esta es la media de tres experimentos realizados por duplicado con su

desviacion tipica.

El analisis estadistico de ambos extractos por grupos, no revelé ninguna

diferencia entre ellos con 1a misma probabilidad anterior.

Produccién de Acido Ciclopiazénico

Se realizaron ensayos preliminares para determinar cual de las cepas era

capaz de producir esta toxina y se observé que solo la cepa de A. flavus SRRC

1299 producia esta toxina en cantidades detectables, como se observa en la tabla

12, donde ese comparan las cepas y la produccién de sus toxinas.
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Tabla 12.- Evaluacion de 1a produccion de acido ciclopiazénico de cepas de

Aspergillus.
Cepas Usadas Produccién de Acido Ciclopiazénico
A. flavus 1059 ND*
flavus 1273 ND
A, flavus 1299 +
A. parasiticus Su-1 ND
lA. parasiticus 148 ND

*- + Presencia de Ia toxina.
ND No Detectada.

Una vez determinado que 1a cepa SRRC 1299 de A. flavus era capaz de
producir esta toxina se procedié a 1a determinacidn del efecto de los extractos en
1a produccion de CPA.

Para el caso del extracto de L. tridentata se observaron reducciones
significativas en la produccién de esta micotoxina que van desde el 69 % en la
concentracién mas baja del extracto hasta el 92.8 % en la mas alta, de forma
similar a lo que sucedi6 con las aflatoxinas, el crecimiento no se vio afectado de
manera significativa. El anilisis estadistico mostré diferencias significativas
(P=0.05) entre las concentraciones usadas y el control.

El extracto de Y. rigida no fue tan potente como el de L. fridentata sin
embargo también en este se encontraron reducciones significativas que van
desde un 40 % hasta un 79 % dependiendo de la concentracion de extracto
analizada, cabe mencionar que el crecimiento no fue afectado por el extracto. El
analisis estadistico mostré diferencias significativas (P=0.05) entre las

concentraciones usadas con el control.
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De igual manera al anterior el andlisis estadistico no revel6 diferencias
significativas (P=0.05) entre los extractos probados.
Produccion de Acido Kdjico

Se realizaron pruebas preliminares para determinar cual de las cepas era
capaz de producir el aAcido kdjico. Estas pruebas dieron como resultado que la
inica cepa capaz de producir cantidades detectables de AK era la SRRC 1299 de
A. flavus (Tabla 13).

Tabla 13.- Evaluacion de la produccion de AK de cepas de Aspergillus.

Cepas Usadas Produccién de Acido Kéjico
A flavus 1059 ND+*
A. flovus 1273 ND
A, flovus 1299 +
A. parasiticus Su- | ND
A, parasiticus 148 ND
*- + Presencia de la toxina.
ND No detectada.

Después se procedi6 a realizar 10s experimentos para determinar el efecto
de los extractos en la produccion de AK. El extracto de L. tridentata, inhibid
fuertemente la produccién de esta toxina. Se observé que el 25 % de la CMI
inhibia en un 35 % la produccién de AK y que las concentraciones superiores lo
hacian hasta en un 91 %, en comparacion con el control. El analisis estadistico
mostré claras diferencias (P=0.05) entre 1a efectividad de las concentraciones de

extracto usadas.
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Por otro lado el extracto de Y. rigida presentd una inhibicién mas fuerte
en la produccion de esta toxina que el extracto de L. tridentata siendo de 56 % en
la concentracion mas baja y de hasta 95 % en la mas alta. El anailisis estadistico
revelé que existian diferencias significativas (P=0.05) entre las conceniraciones
usadas y el control; mientras que no habia diferencias entre los extractos
probados (P=0.05).

Determinacion de la Concentracién Minima Esporicida (CME)

De los muestreos realizados se observd que en el extracto de gobernadora
presentaba una actividad esporicida que aumentaba a razdén de tiempo, es decir
entre mas tiempo se dejaba en contacto la solucién de conidias con este extracto
se veia un aumento en la actividad inhibitoria; este se refleja en la tabla 14.

El estudio estadistico reveld que no existian diferencias significativas
entre las cepas probadas de una u otra especie.

Tabla 14.- Concentracidon del extracto de L. tridentaia que inactiva

conidias de Aspergillus a diferentes tiempos.

Dras
Cepas Usadas l 2 3 4 ) é 7
Aspergillus flavus 1059 45+ 4% | 3945 [33+4| 25+2 | 22+1 |20+4(20%3
Aspergillus flavus 1273 48+ 3 | 38+5 (2612 20+5 | 18+4 [ 1513|1514
Aspergillus flavus 1299 44+5 341 | 2525|214 | 16+3 | 165|162
Aspergiflus parasiticus Su-| 45+2 | 3614 |24+4]| 19£3 | 195 | 19+4 | 19+4
Aspergilius parasiticus 148 43+5|30+2 {263 20+1 | 20+2 {20 ] {20%5

*: mg/ml. Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.
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El extracto de Y. rigida, por su parte, mostrd mas estabilidad en la CME,
es decir, se observd que la CME inicial fue muy similar a la CME al final del
experimento (Tabla 15); ademas, también se observd que inactivo las esporas en
menos tiempo que el extracto L. tridentota. Se observd que las esporas de las
cepas de A. flavus fueron mas susceptibles al extracto que las de A. parasiticus.

Las pruebas estadisticas mostraron diferencias significativas (P=0.05)
entre las CMEs de 1os microorganismos probados. En cuanto a los extractos no
se observaron diferencias significativas entre ellos bajo las condiciones
probadas con una P=0.05.

Tabla 15.- Concentracién del extracto de Y. rigida que inactiva conidias de

Aspergillus a diferentes tiempos.

Difas
Cepas Usadas | 2 3 4 5 6 7
ergillus flavus 1059 42+4%( 4015 | 35+4[(35+3 | 3541 | 35+2 |35+4
ergiflus flavus 1273 36+3[34+5(30+3|30+4|30+4 (305 |30+2
spergillus flavus 1299 3545 (32+] | 28+5[28+2 | 28+3 | 28+4 | 2815
Aspergillus parasiticus Su-1 | 30+2 [ 30+4 {30+4 | 30+4)30+5|30+3 | 30+4
pergillus borasiticus 148 | 35+5 | 35+2 | 35+ [35+5 (3542 [ 35+ |35+3

* mg/ml. Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.



Actividad sobre la germinacién de las esporas

Se determind que los extractos de ambas plantas presentaban inhibicién
de 1a germinacién de esporas de Aspergillus.

Para algunas concentraciones de los exiractos de L. tridentata se observd
que se requerian hasta 48 h para observar una disminucién significativa. A las
24 h se observd que los porcentajes de germinacion eran mas altos que los del
control en las concentraciones mas bajas (26% de la CME). Sin embargo, a 1as 48
h estos valores se reducian en comparacion con el control. Podemos apreciar que
las concentraciones de 50 y 75 % de la CME inhibian la germinacién al
compararlas con el control, tal como se aprecia claramente en la tabla 16.

Estadisticamente existieron diferencias significativas (P=0.05) entre la
efectividad de las concentraciones probadas. De forma similar se han
encontrado diferencias significativas (P=0.05) entre 1os dias de muestreo en cada
cepa estudiada.

Tabla 16.- Porcentaje de germinacién de cepas de Aspergillus tratadas con

diferentes concentraciones del exiracto de L. tridentata.

24 h de Incubacién 48 h de Incubacién

Porcentaje de la CME Porcentaje de 1a CME
Cepas Usadas 0% 25% | 50% | 75% 0% 25% [ 50% | 75 %
floavus 1059 Sixt*192+2 181 +3 | 2241 100 100 {804+ 11333
A. flavus 1273 86+3 (9012|801 |I14£2| 100 |942+2(77+3[20%2
flovus 1299 741+ 4|87+ 174+2|18%3 100 |87+3|76x2|17%2
A. parasiticus Su-i 65+2 |91 +2 (612 2611 100 |94+2|64+3 |31 +3
A. parasiticus 148 90+ 1 (943|811 [ )72 100 [97+2180+2 |19+

*: Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion fipica.
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Por su parte los exiractos de Y. rigida presentaron una inhibicion
importante de la germinacién desde un principio y la mantuvieron durante las
48 h del experimento. En las concentraciones mayores este extracto logrd
reducir casi totalmente la aparicién de tubos germinativos de las esporas
durante el periodo de analisis (Tabla 17).

El anilisis estadistico realizado mostréo que existian diferencias
significativas (P=0.05) entre la efectividad de las concentraciones probadas con
respecto a el control, pero no entre los dias de prueba.

Tabla 17.- Porcentaje de germinacién de cepas de Aspergillus tratadas con

diferentes concentraciones del extracto de Y. rigida.

24 h de Incubacién 48 h de Incubacién

Porcentaje de la CME Porcentaje de la CME
Cepas Usadas 0% | 25% | 50% | 75% | 0% | 25% | 50% | 75%
flavus 1059 97+2¥)25+4|16+x4| 1241 100 |SI+1|I5+1)I5%3
A. flovus 1273 95+ 1|50+214+1)1+02] 100 (S51+4|141+4]| 3]
A. flavus 1299 953 501 | I5+x2[1£03| 100 562151 ]| 2%1
A. parasiticus Su-1 931 |54+4 | 51+4123+£1] 100 [68+2 |51 +3|27+4
W. parasiticus 148 92+2/60+2)62+1(37+4| 100 |61 +4|62+2(36%2

*: Esta es la media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.

En forma general, el analisis estadistico realizado mostré que existian
diferencias significativas (P=0.05) entre los dos extractos en cualquiera de los

dias de prueba del experimento con una probabilidad de 0.05%
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Efecto sobre tubo germinativo:

El extracto de gobernadora presentd una inhibicién del crecimiento del
tubo germinativo que era facilmente observada, esta se presentaba desde el 25 %
de 1Ia CMI con reducciones de hasta un 25 % en el crecimiento en comparacion
con el control, ademas, 1a concentracion del 75 % mosiré una reduccion de hasta
75 % del crecimiento de este proceso; el 100 % de la CMI no permitié el
crecimiento del tubo germinativo al estar en contacto con las cepas probadas;
estos resultados se muestran en la tabla 18.

El analisis estadistico mosir6 diferencias significativas (P=0.05) entre las
concentraciones de extracto al ser comparados con el control, sin embargo este
analisis no reveld ninguna diferencia (P=0.05) entre las cepas, ni las especies del
hongo probadas.

Tabla 18.- Porcentaje de reduccién del crecimiento de tubo germinativo de

Aspergillus por extractos de L. tridentata.

Porcentaje de Reduccién del Crecimiento del Tubo Germimativo
Porciento de la CMI

Cepas Usadas Control 25 % 50 % 75 % 100 %
flavus (Q59 0 12 + 2% 361 72+ | 100
flavus 1273 0 2% 1 60 + 2 65 t | 100
A flovus 1299 0 25+2 92+ 67 +2 100
. parasiticus Su-1 0 131 56+ 1 75t 1 100
A. parositicus 148 0 17+ 1 50+2 65+ | 100

*: Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.
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De forma similar el extracto de Y. rigida presentd una inhibicion sobre
este proceso. Esta inhibicion fue desde un 37 % en la concentracion del 25% de la
CMI hasta un 77 % en la concentracion de 75 % de 1la CMI (Tabla 19).

Los resultados demostraron diferencias significativas (P>0.05 %) entre las
concentraciones probadas del extracto y el control , sin embargo, no se
encontraron diferencias (P=0.05) entre las cepas de Aspergillus en ninguna de
las concentraciones de extracto.

Tabla 19.- Porcentaje de reduccion del crecimiento de tubo germinativo de

Aspergillus por extractos de Y. rigida.

Porcentaje de Reduccién del Crecimiento del Tubo Germinativo
Porciento de la CMI
Cepas Usadas Control 25 % 50% | 75 % 100 %

A, flavus 1059 0 18+ |* 3612 73+ 1} 100
W flaves 1273 0 18+ | 41 12 47 +2 100
A, flovus 1299 0 1732 25+2 75+2 100
A. porasiticus Su-| 0 3812 50+ 1 8] 1 100
A. parasiticus 148 0 341 44t 78t | 100

*. Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacidn tipica.

El analisis estadistico final entre los dos extractos no mostrd diferencias
significativas (P=0.05) enire ellos bajo las condiciones usadas para este

experimento.
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CMI de los exiractos activos contra Aspergillus cultivado en maiz en
condiciones de almacén

Se tomaron como base las CMIs encontradas para medio sélido, se observd
que la CMI para maiz era similar a la encontrada en medio sélido. Cabe
mencionar que las cepas de A. flavus presentaron una CMI mayor que las cepas
de A. parasiticus, como ya se habia visto en el medio Czapek sdlido (Tabla 24). De
forma similar a la CMI en medio s6lido, no se encontraron diferencias
significativas (P=0.05) entre los extractos, ni tampoco, enire las cepas
estudiadas, aun cuando estas fueron agrupadas por especies.

Tabla 20.- CMI de los extractos de L. tridentata y Y. rigida sobre

Aspergillus cultivado en maiz,

Cepas Usadas L. tridentata {mg/ml) Y. rigida (mg/ml)
Aspergillus flavus 1059 36+ L.1* 35+ 1.3
spergilius flavus 1273 43 + 09 35+ 1.3
Aspergillus flavus 1299 29+ 1.0 34+ 1.0
Wspergilius parasiticus Su-| 27+ 1.2 29 £ 0.9
Aspergillus parasiticus 148 25+ |.1 30X 1.0

* Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacion tipica.
Efectos de extractos de plantas en el erecimiento del hongo en maiz en
condiciones de almaecén

En este caso se observo que los extractos de ambas plantas no presentaron
una reduccion significativa (P=0.05) del crecimiento en las cepas probadas en las

condiciones antes mencionadas (Figs 31 - 35).
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Se observé que la cepa mas resistente a ambos extractos fue 1a SRRC Su-1
de A. parasiticus mientras que 1a mas sensible fue la SRRC 1059 de A. flavus. Sin
embargo, el analisis estadistico de todas las cepas no mostré ninguna diferencia
significativa de crecimiento al agruparias por especies, ademas tampoco se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones subinhibitorias

de cada extracto usado.

Fig 31.- Cultivo control de maiz Fig 32.- Efecto del 25 % de la CMI

contaminado con Aspergillus sobre el crecimiento de

Aspergillus en maiz.



Fig 33.- Efecto del 50 % de 1a CMI Fig 34.- Efecto del 75 % de la CMT

sobre el crecimiento de sobre el crecimiento de

Aspergillus en maiz Aspergillus en maiz.

Fig 35.- Efecto del 100 % de 1a CMI sobre el crecimiento de Aspergillus en maiz



Efecto de dosis subinhibitorias del crecimiento en la producciéon de
toxinas en maiz en condiciones de almacén
Efecto sobre 1a produccién Aflatoxinas

En el caso del extracto de L. tridentata se observo una fuerte inhibicion de
la produccion de aflatoxinas, aun en ia concentracion mas baja (256% de la CMI).
La inhibicion fue de hasta un 84 %. En las concentraciones de 75 % la
disminucion fue de hasta un 97% (Tabla 21). No se observaron diferencias
significativas (P=0.05) entre las concentraciones en cuanto a la produccion de
aflatoxinas pero si con el conirol y el 100 % de la CMI. Este comportamiento fue
similar para todas las cepas. Aunque, las cepas de A. parasiticus presentaron
niveles mas bajos de la produccion de aflatoxinas en los tratamientos,

La produccién de aflatoxinas B fue mas fuertemente inhibida al

compararla con las aflatoxinas G.



Tabla 21.-

aflatoxinas en maiz bajo condiciones de almacén,

Efecto del extracto de L. tridentata sobre la produccion de

|

Porcentaje de la CMI

Cepas Usadas Control 25 % 50 % 75 % 100 %
flavus 1059
Aflatoxina B, 202 £ 008 | 6.6+ 0.06 59+ 0.l 391008 0
Aflatoxina B, 11.4+006 | 24+0.! 1.9 £ 0.1 1.0+ 0.1 0
flovus 1273
Aflatoxina B 27.9 £ 0.1 45101 4.0 +0.08 1.1 £0.08 0
Aflatoxina B, 5.0 + 0.06 45 1002 3201 1.1 £0.01 0
R flavus 1299
Aflatoxina B, 356 £ 0.\ 7.7 £0.02 44 1 0.04 1.9 £ 0.04 0
Aflatoxina B, 1343004 | 5101 2.2 +0.1 1.0 + 0.02 0
parasiticus Su-1
Aflatoxina B; 32.3 104 7.4 £ 0,08 1.8 + 0.04 1.0 £ 0.08 0
Aflatoxina B, 5.7 +0.06 38101 12101 0501 0
Aflatoxina G, 28.6 + 0.01 4.0 £ 0.02 1.7 0.1 0.7 +0.1 0
Aflatoxina G, 3.4 £ 0.02 2.0 £0.06 1.4+ 0.08 0401 0
parasiticus 148
flatoxina B, 31.21+0.1 4810} 351002 1.0 £ 0.02 0
Aflatoxina B; 4.8 + 0.06 2.5+ 014 15101 0.6 = 0.06 Q
Aflatoxina G, 273+ 0.02 35+0.l1 1.8 £0.02 0.3 +008 0
Aflatoxina G, 24 £01 080l 0.5 £ 0.04 02101 0
*. Esta es la media de tres experimentos realizados por duplicado con su
desviacién tipica.
1: ng/g maiz

El extracto de Y. rigida presentd un efecto ligeramente mas fuerte que el

de L. tridentata. En este caso, la conceniracion del 25 % de la CMI redujo 1a

concentracitn de las aflatoxinas hasta en 85 %. De forma similar las demas

concentraciones redujeron la produccion de afiatoxinas hasta en un 96 % (Tabla

22).

En este caso, no se observaron diferencias significativas (P=0.05) entre las

cepas. De forma similar al anterior, la produccién de aflatoxinas B fue mas

inhibida que las aflatoxinas G (Tabla 22).



Tabla 22.-

Efecto del extracto de Y. rigida sobre la produccién de

aflatoxinas en maiz bajo condiciones de almacén.
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Porcentaje de fa CMI
Cepas Usadas Control 25 % 50% 5% 100 %

A. flavus 1059
Aflatoxina B, 266+ 0.1*¥ | 86L0.1 441 0.1 9£0.1 0
Aflatoxina B, 7.1+:008 | 68+002 | 3.9+0001 | 1.3£0.004 0
A. flevus 1273

flatoxina B, 319101 840! 44101 (.3 + 008 0
Aflatoxina B, 92+006 | 621008 | 28+£0.04 | 1.3 +0.00l 0
A. flovus 1299
Aflatoxina B, 378+ 0.1\ 65+ 0.1 24 +0.08 1.0 + 0.02 0
Aflatoxina B, 9.2 + 0.02 44 £ 0.1 221006 1.5 +£0.02 0
A. parasiticus Su-|
Affatoxina B, 2401 0.1 70%01 242010 1.0x0.l 0
Aflatoxina B, 741008 | 461002 2710.1 1.3 + 0.06 0
Aflatoxina G; 220+ 0.06 | 923004 46+ 0.1 1.9 +0.08 0
Aflatoxina G, 401 0.1 29+ 0.1 1.3+0.1 030l 0
A. parasiticus 148
Aflatoxina B, 442 + 0.1 651008 | 421006 1.8+0.) 0

flatoxina B, 651006 [ 25+008 | 22+008 1.2 + 0.04 0
Aflatoxina G, 33712002 | 67+0.1 22101 1.2 £ 0.02 0
Aflatoxina G, 24101 0.6 £ 0.008 | 0.2 +£0.004 | 0.03 £+ 0.001 0

*: Esta es 1a media de tres experimentos realizados por duplicado con su

desviacion tipica.
1: ng/g de maiz

Al comparar la efectividad de ambos extractos, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas con una probabilidad de 0.05.

Efecto sobre la producciéon de CPA

Para el caso del extracto de L. fridentata se observaron reducciones
significativas en la produccién de esta micotoxing que van desde el 53 % en la
concentracion de 25 % de 1a CMI, hasta el 88 % en la concentracién del 75 %. El
andlisis estadistico mostré diferencias significativas (P=0.05) entre las

concentraciones usadas.
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El exiracto de Y. rigida fue mas activo que el de Larrea; el analisis mostrd
reducciones significativas que van desde un 58 % hasta un 99 % dependiendo de
Ja concentracion de extracto usada; se demostraron diferencias significativas
(P=0.05) entre las concentraciones stibinhibitorias.

Efecto sobre la produccion de Acido Kéjico

El extracto de L. tridentata, inhibid la produccién de esta toxina
observandose que el 25 % de la CMI inhibia un 58 % la produccién de AK y que
las concentraciones superiores lo hacian hasta en un 91 %, en comparacion con
el control; se demostraron claras diferencias entre las concentraciones de
extracto usadas y el control .

Por otro lado el extracto de Y. rigida inhibid mas fuertemente la
produccion de esta toxina siendo de 68 % en la concentracidn mas baja y de
hasta 99 % en la de 75 % de la CMI, en comparacién con los controles que no
contenian extracio; se demostré que existen diferencias significativas (P=0.05)
entre las concentraciones usadas, el control y el 100 de 1a CMI.

Purificaciéon del compuesto activo de L. fridentata

Se probaron 6 fases moviles diferentes, para ver cual de ellas producia una

mejor resolucion en la separacion, de estas la fase movil de

Benceno:Acetona:Metanol fue la que produjo una mejor separacion de las

bandas (Tabla 23 y Fig 36).
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Tabla 23.- Separacion del compuesto activo de L. tridentata por diferentes

fases moviles.

Fase movil Namero de Bandas Visibles en luz U.V.

Cloroformo

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

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

* Estas pruebas fueron realizadas al menos tres veces

O 2O P2 | O

A B

Fig 86.- Cromatografia en capa fina del extracto de L. fridentata en luz

ultravioleta (a) y luz visible (b).
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Posteriormente, se procedié a determinar la banda con actividad
antifangica. La técnica de la autobiografia nos mostré que la banda activa

presentaba un Rf de 0.88 (Fig. 37); esta banda fue seleccionada y raspada de la

placa.

Fig. 37 Autobiografia del extracto de L. tridentata contra Aspergillus.

La flecha indica la zona de inhibicion.

Para confirmar, los raspados de las bandas separadas fueron
resuspendidos en etanol y se determiné su actividad antifingica mediante la
técnica de difusién; el resultado fue que solo la banda con un Rf de 0.88

presentaba inhibicion del crecimiento fingico (Fig. 38).
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Fig 38.- Comprobacién de la actividad biologica de las bandas aisladas del
extracto de L. fridentata.

Bajo la luz ultravioleta, esta banda mostré un color cafe-morado. El
compuesto activo, presentaba una forma de granos irregulares, un color
cafe-verde y era soluble en etanol, metanol y cloroformo.

Finalmente, se le realizaron diversas pruebas quimicas para determinar
la naturaleza del compuesto activo (Tabla 24).

Tabla 24.- Pruebas quimicas realizadas para determinar la naturaleza del

compuesto activo.

Pruebas Realizadas® Resuitado
Cloruro férrico + Acido Sulfurico +++
Formol + Acido Sulfirico +++
Pentacioruro de antimonio +++

* Estas pruebas fueron realizadas al menos tres veces.
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Estas pruebas dieron positivo para grupos metilendioxi y anillos
aromaticos, 10s cuales son caracteristicos para los lignanos, Ademas de la
pruebas con pentacloruro de antimonio que es usado para la identificacion de
este tipo de compuestos.

Purificacion del compuesto activo de Y. rigida

De las 7 fases méviles diferentes (Tabla 25 y Fig. 39) , usadas la de
Butanol:Etanol:Agua fue la que nos produjo una mejor resolucion.

Tabla 25.- Determinacion de la fase movil mas adecuada para la

separacion del compuesto activo de Y. rigida.

Fase mévil Nimero de Bandas Vigibles en luz UV, |
Butanol saturado en agua
utanol:Acido Acético: Agua (4:1:15)
Butanol:Etanol:Agua (1:1:1)
Butanol:Acetato de Etilo: Agua (4:1:5)
Cloroformo:Acetonm (9:1)
Benceno:Acetona (9:1)
Benceno:Metanol (9:1)

*. Estas pruebas fueron realizadas al menos tres veces

M S U W
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Fig 89.- Cromatografia en capa fina del extracto de Y, rigida en luz

ultravioleta (a) y luz visible (b).

Una vez realizado esto, se procedié a determinar la banda con actividad
antifingica. La técnica de la autobiografia fue 1a primera en usarse, observamos

que Ia banda activa presentaba un Rf de 1.16 (Fig. 40).

Fig. 40 Autobiografia del extracto de Y. rigida contra Aspergillus.

La flecha indica la zona de inhibicién
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Todas las bandas fueron raspadas de la placa, resuspendidas en etanol y se
determindé su actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusién. El
resultado fie que solo 1la banda con un Rf de 1,16 presentaba una actividad

inhibitoria del crecimiento fitngico (Fig. 41).

Fig 11.- Comprobaci6n de la actividad biolégica de las bandas aisladas del
extracto de Y, rigida.
Esta banda mostré un color blanquecino bajo la luz ultravioleta y fue
purificada en dos ocasiones. Se observd que presentaba un color blanquecino, en
forma de polvo, soluble en agua, etanol e isopropanol. Posteriormente, se le

realizaron diversas pruebas quimicas para determinar la naturaleza del

compuesto activo (Tabla 26).
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Tabla 26.- Pruebas quimicas realizadas para determinar la naturaleza del

compuesto activo.

Pruebas Realizadas* Resultado
Lieberman-Buchard +++
Salkowski +4+
MOIiSh +4++
Tricloruro de Antimonio +++
Acido Tricloroacético +++

* Estas pruebas fueron realizadas al menos tres veces

Estas pruebas dieron positivo para grupos esteroideos y azucares, 1os
cuales son caracteristicos para las saponinas, ademas de la prueba con acido

tricloroacetico que es usada para la identificacion de este tipo de compuestos.



