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Tabla 10.-Efecto de los extractos metanolicos de A. asperrima y A. striata

sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 1299 de A. flavus en medio A&M.

0.60+0.17% | 0.97+0.25
0.25+0.04 | 0.12+0.09 ND ND
0.0710.01 | 0.0510.02 ND ND
0.72£0.09 | 0.95+0.21 | <0.00008 <0.00008
0.38+0.04 [0.415%0.12 ND ND
0.14£0.03 | 0.29£0.13 ND ND
0.05%0.1 ND ND ND
0.682+0.11| 0.91£0.16 ND ND
*.- Error estandar de la media. ND.- No Detectado

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

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

El extracto de A. asperrima provoc6é una reduccion en la produccion de

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

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

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

i

0440.01% | 0.29%0.13

<0.00008 | 0.00150.0003 | 0.04%0.01 ND
20.00008 | <0,00008 <0.00008 ND
0872021 | 052%0.18 | 1.88%0.21 ND
0775012 | 0.26%0.03 | <0.00008 | 0.69%0.27
0.3020.04 | 0.14£0.05 | <0.00008 | <0.00008
0.06970.02 | <0.00008 <0.00008 | <0.00008
1812019 | 1.55%027 | 1.04%0.31 | 0.07%0.012

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

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

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

de A.striata fue mas efectivo para inhibir la sintesis de aflatoxinas, encontrando

porcentajes de reduccion 61 al 99.9% de acuerdo a la cantidad de extracto agregado
(25, 50 y 75% de la CMI) (Tabla 9). Al utilizar el 25% de la CMI del extracto de A.

asperrima solamente se inhibio significativamente (p=0.05) a las aflatoxinas G1 y

G2. Sin embargo, la utilizacion del 50 o el 75% de la CMI caus6 reducciones
significativas (p=0.05) arriba del 90%. Por tltimo, al agregar el 75% de la CMI no

se detectaron sintesis de la aflatoxina B2 y G1, y la reduccion de B1 fue de 97% y de

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

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

0.58 iO.ég* 1.4210.6 0. 23:t0:66j | é\(;;9i00/
0.22£0.07 | 0.16£0.03 | 0.02+0.001 {0.08+0.002
0.04+0.01 ND ND <0.00008

1.0210.3 2.2910.09 0.61£0.1 0.00008
<0.00008 | 0.84%+0.25 | 0.36x0.08 | <0.00008
0.16+0.02 | 0.09£0.03 | <0.00008 | <0.00008
0.015+0.002 | <0.00008 ND ND
0.69%0.2 1.21+£0.06 | 0.94%0.24 | <0.00008

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

CONDICIONES SIMULADAS DE ALMACEN

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

de aflatoxinas se vi6 significativamente (p=0.05) disminuida en todos los controles,

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

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

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

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

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

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

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

produjo una inhibicién del 99% de la produccion de aflatoxinas, mientras que al
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utilizar el 75%, no se detectaron aflatoxinas. Por el contrario en la cepa 1299, todas
las concentraciones probadas inhibieron significativamente (p=0.05) la sintesis de

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

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

sobre la produccion de aflatoxinas por la cepa 1273 de A. flavus en condiciones

simuladas de almacén.

0.03£0.001* [ 0.028+0.0006
[<0.00008 | <0.00008 ND ND
ND ND ND ND
[0.04270.002 | 0.053%0.004 ND ND
[0.01320.003| <0.00008 ND ND
<0.00008 | <0.00008 ND ND
ND ND ND ND
[0.01620.001 | 0.049%0.003 ND ND

= esdar la media. ND.- No Detectado

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

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

simuladas de almacén.

<0.00008* 0.02£0.0001
<0.00008 <0.00008 ND ND
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<0.00008 <0.00008 ND ND
0.09%0.002 0.13%£0.0005 | <0.00008 ND
<0.00008 <0.00008 ND ND
<0.00008 ND ND ND
ND ND ND ND
0.005£0.00001 | 0.01£0.00015 ND ND

H Eor tandar e la media. ND.- No Detectado

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

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

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

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

simuladas de almacén.

<0.00008* | 0.01+0.0001

ND <0.00008 ND <0.00008

ND <0.00008 ND ND
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<0.00008 0.021£0.00003 | <0.00008 | <0.00008
<0.00008 <0.00008 <0.00008 ND
<0.00008 <0.00008 <0.00008 ND
ND ND ND ND
<0.00008 0.045£0.00001 | <0.00008 | <0.00008

Por Gltimo la cepa Su-I mostré el mismo comportamiento de la cepa 148
(Tabla 16). Se present6 una reduccion del 77 al 99% al utilizar el extracto de A.
asperrima mientras que con el extracto de A. striata la inhibicion de la sintesis fue
superior al 99%. El 75% de la CMI inhibi6 en su totalidad la sintesis de aflatoxinas,

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

0.00008 pig/ml (Tabla 16).

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

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

simuladas de almaceén.

* . rr dar d la media. ND.- No Detectado

<0.00008

ND <0.00008 ND ND
0.01+0.004 0.0910.02 | 0.014+0.004 | 0.12+0.003
<0.00008 <0.00008 <0.00008 | <0.00008

ND <0.00008 ND ND

ND ND ND ND

B = R s I )
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0.049£0.007 0.11£0.01 |0.1£0.002| <0.00008

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

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE AGAVES SOBRE LA PRODUCCION DE AC[DO
CICLOPIAZONICO.

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

En este caso el extracto de A. asperrima, fue mas efectivo en la inhibicion de la
sintesis de CPA. Alcanzando hasta un 87% de la reduccion en la produccion de
CPA, al utilizar el 75% de la CMI, y se presentaron diferencias significativas
(p=0.05) entre controles y tratamientos desde la utilizacion del 25% de la CMI,
mientras que para el caso de A. striata, la inhibicion significativa se presento desde el
50% de la CMI y alcanzando una inhibicion maxima del 83%, con el 75% de la CMI
del extracto de A. striata (Tabla 17).

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

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

"0.3701+0.04* 0.41%0.067
g 0.2963%0.022 0.3255+0.08
3?» 0.078%0.01 0.16520.019
% 0.0098£0.002 0.0143%0.01
g e pg
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DISCUSION

Se ha estimado que existen entre 250,000 a 500,000 especies de plantas sobre la
tierra (Borris, R. P., 1996). Ademas estas poseen una capacidad ilimitada de sintetizar
substancias que pueden servir para defenderse en contra de microorganismos, insectos
y herbivoros (Geissman, T.A., 1993; Schultes, R.E., 1978), se ha especulado que
algunos de estos compuestos podrian ser utilizados por el hombre para inhibir el
crecimiento de microorganismos (Cowan, M.M., 1999), incluyendo a algunos capaces
de sintetizar toxinas nocivas para la salud, tanto del hombre como para los animales que
los consumen (Gould, 1997). De toda esta diversidad vegetal, solo un pequefio
porcentaje de estos se han utilizado como antimicrobianos (Moerman, D.E., 1996)

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

Se ha establecido desde hace tiempo que las micotoxinas pueden ser removidas
de bienes agricolas, mediante su inactivacién o detoxificacion ya sea por métodos fisicos
como la inactivacion térmica e irradiacién (Food and Agriculture organization,1979) o
por métodos quimicos como extraccién con solventes, degradaciones quimicas,
modificacion de su toxicidad (Buchanan, R.L. and ).G. Ayres, 1988; Gosh, ]J. And
Haggblom, 1985; Vorster, L.J., 1985) o incluso por métodos biologicos como
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inactivacion microbiana y fermentaciones (Pons, W.A., 1981). Sin embargo todos

estos tratamientos tienen sus limitantes, ya que los productos no deben ser afectados en

sus propiedades organolépticas ni en su valor nutritivo y comercial (Vorster, L.].,

1985; Suttajit. M. 1997). Los tratamientos quimicos son de los mas utilizados, a pesar

de que en muchas ocasiones aunque que transforman las aflatoxians en derivados no

toxicos, el producto a menudo se ve afectado en sus propiedades nutritivas (Mann,

G.E., & al, 1970). Uno de los principales puntos en los que se fundamenta este trabajo,

es la utilizacion de compuestos naturales que podrian ayudar a reducir o eliminar la
cantidad de quimicos que actualmente se utilizan (Bullerman, L.B. et al, 1977).
Ademas los ensayos antimicrobianos se realizaron con extractos crudos, utilizando
como solventes agua destilada, etanol y metanol. Para determinar el efecto
antimicrobiano de los extractos empleamos la técnica de difusion en pozo en agar, tal
como lo marca la literatura, ya que sefiala que la bisqueda inicial de compuestos
antimicrobianos potenciales, se debe realizar ya sea a partir de los compuestos puros
(Afolayan, A.],, et al, 1997; Batista, O., et al, 1994 y Klopoukh, L., & al 1997)
extraidos mediante técnicas de separacion o con extractos crudos realizados con
diferentes solventes (Freiburghaus, F.R., et al, 1996; Rojas, A., et al, 1992 y Silva, O.,
et al, 1996). Se ha establecido ademas que para demostrar la actividad antimicrobiana
de estos extractos, se emplea el método de difusion en pozo en agar (Navarro, V., et
al, 1996) asi como adaptaciones a estas técnicas, como la autobiografia (Mayr-Harting,
A., e adl, 1972).

Nuestros ensayos mostraron el mejor efecto antimicrobiano con los extractos
metandlicos, en comparacién con los otros solventes probados. Esto se puede explicar
ya que se ha reportado que el metanol, extrae la mayor cantidad de compuestos que
presentan actividades antimicrobianas. Ademads, la literatura menciona que el etanol es
otro de los solventes que son muy utilizados en la extraccibn de compuestos
antimicrobianos, en tanto que las extracciones acuosas, rara vez presentan actividad
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antimicrobiana y si la presentaran son mas efectivos en contra de virus. (Zhang, Y., et
al, 1997). Ocasionalmente las fracciones acuosas pueden contener compuestos
antimicrobianos de interés, mas sin embargo en la mayoria de los casos son extraidos en
mayor cantidad, al utilizar solventes menos polares como el metanol y el etanol.
(Taylor, R.S.L., & al, 1996, Rao, K.V., et al, 1993, Eloff, ].L., 1998). Con respecto a
esto Eloff en 1998, examin6 una variedad de extractantes por su capacidad de
solubilizar antimicrobianos provenientes de plantas, mencionando que los solventes
mas utilizados eran el diclorometano, metanol, etanol y agua, encontrando que la
mayoria de los compuestos activos no eran solubles en agua y que el metanol y etanol
eran usados como solventes principales en muchos de los estudios de la reciente
literatura.

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

de las plantas analizadas no exhibieron actividad inhibitoria.

———— ;.
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Nuestros resultados obtenidos en medio liquido (A & M) indicaron que el
extracto metandlico que presentd mayor efecto inhibitorio del crecimiento de los
hongos analizados, fue el de la inflorescencia de A. asperrima con una CMI de 0.5
mg/ml a 2.0 mg/ml de acuerdo a la cepa probada. En el caso del extracto metanélico
de la inflorescencia de A. striata, este presentd valores de CMI superiores a las del
extracto de A. asperrima, siendo de 1.0 a 2.0 mg/ml. Cuando analizamos los extractos
de los escapos de ambas especies de Agaves encontramos que las CMI fueron mucho
mas elevadas, siendo de 15 mg/ml a 23 mg/ml. Los extractos metandlicos del escapo
de A. striata obtuvieron CMI’s que fueron de 20 a 30 mg/ml.

Las CMI obtenidas en condiciones simuladas de almacén fueron mucho mayores
que aquellas observadas en medio liquido. En el caso del extracto de la inflorescencia
de A. asperrima encontramos que la CMI fue de 33 a 42 mg/ml. Para el caso de la
inflorescencia de 4. striata la CMI vari6 de 40 a 45 mg/ml. No se determiné la CMI de
los extractos metandlicos de los escapos de ambas especies de Agaves debido a que
fueron muy altas alcanzando niveles superiores a 60 mg/ml. Con respecto a esto se
tienen reportes de que las CMI obtenidas en condiciones de simuladas de almacén
suelen ser mucho mayores a las encontradas en medio liquido (Sinchez, C., 1999)
como lo encontramos en este estudio, esto puede ser debido a que no existe una buena
difusion de los compuestos activos en sustratos sdlidos y probablemente a que el maiz
es un sustrato que presenta todos los nutrientes para un mejor y adecuado desarrollo de
los hongos, por lo que es mas dificil lograr su inhibicion (Trenk, L.H. et al).

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

En cuanto a la variabilidad en la produccién de aflatoxinas por parte de
Aspergillus, pueden ser atribuidas a las condiciones climaticas y a las practicas agricolas,
que incrementan la susceptibilidad de plantas a la invasion por 4. flavus. (Hill, R.A., &
al, 1983; Jones, R.K., & al, 1981; Klich, M.A., 1987). Sin lugar a dudas, las
variaciones en la sintesis de aflatoxinas in vitro y en condiciones simuladas de almacén,
también dependen enormemente de la estandarizacion de las condiciones a las cuales el
hongo es cultivado. Aunado a esto, se tiene suficiente referencia de que las poblaciones
de los hongos productores de aflatoxinas, son extremadamente diversas genéticamente,
por lo que varia considerablemente su capacidad de sintetizar las mismas (Horn, B.W .,
et al, 1996; Huang, X., et al, 1994; Lisker, N., et al, 1993; Richard, J.L., et al, 1992).

Cuando a las cepas fingicas se les agregaron diferentes concentraciones de los
extractos, se observé una reduccién significativa en la sintesis de aflatoxinas (al agregar
el 50 y 75% de la CMI principalmente). Establecimos que el grado de inhibicion de la
aflatoxina B1 fue del 75 y 96% al utilizar el 50 y 75 % de la CMI y para el caso de la
aflatoxina B2, al agregar el 50% de la CMI se inhibi6 el 99.99% la sintesis de
aflatoxinas, y consecuentemente a mayores concentraciones del extracto, no hubo
deteccién de la misma. Con respecto al extracto de A. striata, la reduccion de la
produccion de aflatoxina Bl al utilizar el 50% de la CMI fue de 99.98% y para la
aflatoxina B2 la adicién del 50% produjo una reduccién del 90 al 99.7% (con el 75%
de la CMI). Cuando se agregd extracto al 25% de la CMI, la disminucién de la
producciéon de aflatoxina B2 fue del 50%. Esto se explica ya que el efecto de una
inhibicién total o parcial del crecimiento o de la sintesis de aflatoxinas dependerd en
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gran medida de la concentracién a la que se encuentre el compuesto activo (Malo, L.,
1977 ; Thompson, W.A.R., 1980)

Se ha mencionado que el CPA y las AFL’s comiinmente se producen juntas en
bienes agricolas (Landsen, ].A., e al, 1983; Urano, T., et al, 1992). En nuestro estudio
corroboramos esto cuando trabajamos con A. flavus 1299, la cual sintetiz en cantidades
destacables tanto aflatoxinas como acido ciclopiazonico. Sin embargo la cepa 1273 no
se comport0 igual. Algunos investigadores han mencionado que existe una correlacién
positiva entre la produccion de CPA y de AFL’s, pero como ya se menciond, existe
considerable variacién en la sintesis de toxinas entre individuos (Horn, B.W., et al,
1996). Se tienen reportes de que aproximadamente el 12 % de las cepas aisladas en
campo producen unicamente CPA, e incluso se han detectado diferencias significativas
en la produccion de AFL's y CPA, entre cepas aisladas de diferentes regiones (Dorner,
J.W., 1998; Martins, M.L., 1999, Horn, B.W., e al, 1999). As como también
podemos encontrar cepas de A. flavus que coproducen ambas toxinas, solo una o
ninguna de ellas (Horn, B.W., 1996; Huang, X, e al, 1994; Lisker, N., et al, 1993;
Richard, J.L., et a, 1992).

El 4cido ciclopiazonico es una toxina que no se produce por A. parasiticus (Finoli,
C., et al, 1999; Luk, K.C., &t al, 1977; Gqaleni, N., et al, 1996, Gallagher, R.T., et dl,
1978), tal como se demostré en esta investigacién, puesto que no fue detectada en
nuestro estudio.

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

toxicidad subsecuentes in ritro y con animales de laboratorio, como una alternativa para

el control de microorganismos dafiinos.
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CONCLUSIONES

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

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

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

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

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

El extracto metandlico de A. striata presentdé mayor efecto inhibitorio sobre la

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