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RESUMEN

Aspergillus flavus y A. parasiticus son hongos filamentosos, contaminantes comunes de
granos y cereales, que cuando se presentan condiciones aproptadas para su crecimiento son
capaces de producir aflatoxinas. A estas toxinas se les han atribuido propiedades inmunotoxicas,
carcinogénicas, ademas de provocar toxicidad aguda y cronica provocando dafio al higado,
induccion tumoral y teratogénesis. También se ha reportado que pueden causar mortalidad y
reducir la produccion en animales de granja. Por lo que la presencia de estas toxinas en alimentos,
representa un riesgo para la salud del hombre y de los animales que la consumen.

Las aflatoxinas mas cominmente encontradas en los alimentos son la B, y B;, ambas
producidas principalmente por A. flavus. Por su parte A. parasiticus produce dos aflatoxinas
adicionales la G, y la G;. De todas ellas la aflatoxina B, es la mas comun y es considerada como el
carcindégeno mas potente que ocurre naturaimente, pues se ha demostrado que egta causa daiio
hepatico en la mayoria de las especies de animales experimentales. Ademas existen dos productos
metabolicos de estas toxinas, conocidas como aflatoxina M, y M; las cuales son encontradas en
leche.

La incidencia y severidad de la contaminacion con aflatoxinas, es altamente dependiente de
las condiciones del medio ambiente, ya que aquelias condiciones que generen estrés para la planta
(altas temperaturas, quimicos, etc.) favorecen la incidencia del hongo. Otro de los factores que
facilitan la contaminacion con aflatoxinas es el dafio provocado en los granos por los insectos,
antes de que este sea cosechado.

Se han utilizado un gran numero de métodos de detoxificacion para eliminar la presencia

de estas toxinas en alimentos contaminados, mas sin embargo, ninguno es lo suficientemente



efectivo, para remover o inactivar aflatoxinas, sin daiiar las propiedades del producto. Por lo que
ultimamente se han buscado alternativas para prevenir la presencia de estos hongos y la
subsecuente contaminacion de los alimentos con sus toxinas.

El territorio mexicano cuenta con una de las mayores diversidades vegetales a nivel
mundial. Aprovechando esta riqueza floristica en este trabajo, nos hemos dado a la tarea de
buscar plantas del noreste de la Repuiblica Mexicana, que pudieran tener la capacidad de inhibir el
crecimiento de A. flavus y de A. parasiticus, encontrando que de todas las plantas estudiadas tres
de estas presentaron efecto inhibitorio considerable contra los hongos Aspergillus flavus y A.
parasiticus. Estas plantas son las siguientes: maguey cenizo (Agave asperrima), pintilla (4.
victoria) y amole de castilla (4. victoria).

Los extractos de maguey cenizo resultaron ser los mas efectivos, presentando una CMI,
con ﬁn rango de 1.0 mg/ml a 1.5 mg/ml (dependiendo del hongo probado), para la inflorescencia,
y para el caso del quiote su CMI fue de 20 mg/ml.

Los extractos de inflorescencia de la pintilla tuvieron un rango inhibitorio de 2.5 mg/ml a
4.5 mg/ml. La inflorescencia del amole de castilla, que fue el menos efectivo, presenté inhibicion a

20 mg/ml para ambos hongos.



INTRODUCCION

El maiz es uno de los principales alimentos de la dieta del pueblo de México, de
Centroamérica y de parte de Sudamérica (Pefia, D.S., 1990; Rodriguez-del-bosque, L.A., 1996).
Sin embargo un manejo inadecuado de las condiciones de cultivo, de cosecha, de almacenamiento
o de mercadeo, puede favorecer que este maiz sufra dafios y sea susceptible al ataque de
microorganismos, los cuales pueden reducir su calidad nutritiva y comercial (Singh, HN.P., 1993;
Paster, N.M,, et al, 1995). Entre los microorganismos que mas frecuentemente contaminan a este
producto se encuentran los hongos filamentosos, algunos de ellos capaces de producir toxinas
perjudiciales para el hombre y para los animales que lo consumen. Entre estos altimos destacan
los del género Aspergillus, especialmente A. flavus y A. parasiticus los cuales son capaces de
producir metabolitos toxicos conocidos como aflatoxinas (Jarvis, B. 1971; Woloshuk, C.P., et al,
1996; Cotton, A., 1997).

La contaminacion de alimentos y granos con este tipo de toxinas, es reconocido como un
riesgo para la salud del ser humano (Guo, B.Z., 1994, Peiia D.S., 1990; Chu F.S., 1991), ya que
se ha encontrade que pueden producir transformaciones carcinogénicag, ademds pueden provocar
toxicidad aguda y cronica, produciendo daiio al higado (cirrosis), induccién tumoral y
teratogénesis. Ademas se ha reportado que pueden causar mortalidad o reducir la produ&iﬁdad
en animales de granja (Cotty, P., ez al, 1994; Guo, B.Z , 1994, Galvano, F A_, 1995, Cotton, A,
1997).

El riesgo potencial de las aflatoxinas sobre la salud del humano ha conducido a crear a
nivel mundial programas de monitoreo de la toxina en vartos productos, asi como también llevar a

cabo medidas reguladoras por cast todos los paises, legislando la cantidad permitida de aflatoxinas



(Chuy, F.S., 1991). En México la legislacion es muy similar a la de los Estados Unidos de América,
ya que el uso de maiz con mas de 20 ppb (ug/kg) de aflatoxinas esta prohibido para el consumo
humano (Rodriguez-del-Bosque, L.A., 1996).

Por lo tanto todo alimento que se encuentre contaminado con estas toxinas, por encima de
los limites permisibles, es inhabilitado para su consumo. Esto ha originado que se produzcan
cuantiosas pérdidas econdmicas ya que estos hongos estin ampliamente distribuidos en la
naturaleza y frecuentemente invaden estos productos alimenticios (Payne, G.A., 1992)

Para tratar de eliminar los efectos toxicos de las aflatoxinas, desde hace tiempo se han
desarrollado métodos de detoxificacion de los alimentos contaminados. Sin embargo a pesar de
los numerosos métodos que se han probado, ninguno parece capaz de ser totalmente eficaz, sin
dafiar las caracteristicas organolépticas de los alimentos tratados (Galvano, F_, ef al, 1995, Piva,
G, i995).

Una alternativa, que udltimamente ha sido considerada es la de utilizar compuestos de
origen natural, que tengan la habilidad de inhibir el crecimiento del hongo y/o la produccion de
aflatoxinas (March,C.I., 1991; Gould, G.W., 1995; Ayderie, B.I., et al, 1996). Por lo que en el
presente trabajo analizamos la capacidad de plantas del noreste mexicano para inhibir el

crecimiento del hongo y la produccion de sus toxinas.



ANTECEDENTES

Cuando se presentan condiciones apropiadas para su crecimiento, algunos hongos son
capaces de producir micotoxinas (El-Margay, S.S.M., 1995), las cuales son metabolitos téxicos
que pueden producir dafios en la salud del hombre y de los animales que las consumen
(Kuiper-Goodman, T., 1995).

Las micotoxinas incluyen un amplio espectro de sustancias quimicas las cuales pueden
afectar muchos 6rganos y tejidos, pero notablemente los mas afectados son el higado, el rifion, el
sistema nervioso, el sistema endocrino, y el sistema inmune (Jarvis, B., 1971; Kuiper-Goodman,
T., 1995).

Dentro de las micotoxinas, unas de gran importancia son las aflatoxinas, que son producidas
principalmente por especies de Aspergillus, destacando A. flavus y A. parasiticus (Bullerman,
LB., 1974; El-Gendy, SM., 1981; Zaika, L 1., 1987, Zeringe, H. J., 1990; Reif, K., 1995,
Dorner, J.W., 1997). Sin embargo, recientemente se ha mencionado que también A. nomius y A.
tamari son capaces de producir estas toxinas (Goodrich-Tanrikulu, ef al, 1995).

Las aflatoxinas (cuyo nombre proviene de Aspergillus flavus toxinas) (Ellis, W.0., et al,

1991; Holcomb, M., et al, 1992, Tnal, F., et al, 1995) son un grupo de metabolitos secundarios
sintetizados por un ruta metabolica policetida y a las cuales no se les ha encontrado funcion en el
hongo que las produce (Payne, G.A., 1992).

A estas toxinas se les han atnbuido propiedades hepatotdxicas, mmunotoxicas
carcinogénicas y teratogénicas, ademas pueden causar mortalidad y reducir la productividad de
animales de granja (Zeringe, H.J., et al, 1991; Kuiper-Goodman, T., 1995; Tral, F., et al, 1995),

Estas toxinas son capaces de pasar inalteradas a través de los procesos metabolicos de los



animales y acumularse en los tejidos (Piva, G., 1995). Una caracteristica muy importante de estas
es que en el hombre tienen efectos inmunosupresores, lo que pudiera incrementar la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Cusmano, V., 1990). Por lo tanto, la presencia de
estas toxinas pudiera representar un problema muy serio para la salud, ademas de causar severas
peérdidas economicas ya que puede afectar directamente la calidad de alimentos, granos y cereales
(Chu, F.S., 1991; Guo, B.Z., 1994, Gourama, H., 1995).

Las aflatoxinas mas comunmente encontradas en los alimentos son la B, y B;, ambas
producidas principalmente por A. flavus. Por su parte, A. parasiticus produce dos aflatoxinas
adicionales la G, y la G:. De todas ellas la aflatoxina B; es la mas comin y es considerada como el
carcindgeno mas potente que ocurre naturalmente (Bullerman, L.B., 1976; Coulombe, et al,
1991, Zeringe, HJ, et al, 1991, Payne, G.A., 1992; Misaghi, L), et al, 1995). Esta causa dafio
hepatico en la mayoria de las especies de animales experimentales (Lillehoj, E.B., ef al, 1970)

Tanto A. flavus como A. parasiticus comunmente crecen como saprofitos en plantas
muertas, por lo que la infeccion de tejidos vivos en campo, solo ocurre cuando las plantas son
dafiadas por insectos o cuando son severamente “estresadas" por quimicos o por altas
temperaturas. Estas condiciones son comunes en regiones de alta incidencia de estos hongos
(Payne, G.A., 1986, Widstrom, NW_, et al 1990; Woloshuk, ef al, 1996). Por lo que estos
microorganismos son frecuentemente encontrados como contaminates de granos, pues se les ha
reconocido como unos de los hongos mas abundantes del grupo de los Aspergillus (Sorenson,
W.G., 1966). Asi que sus toxinas se han detectado en una amplia variedad de cultivos usados para
el consumo humano y animal (Jarvis, B., 1971).

Un aspecto muy importante que se ha observado es que la contaminaciéon de granos con
hongos aflatoxigénicos y la subsecuente contaminacion con sus toxinas, puede ocurrir en

6



cualquier etapa del crecimiento del cultivo, es decir, antes de la cosecha del grano, durante la
_ post-cosecha o en el almacenaje. Esto sucede siempre y cuando las condiciones del medio donde
se siembra, se seca o se almacena sean propicias para el crecimiento del hongo y por consiguiente
para la produccion de aflatoxinas (Ghosh, M., 1996). Se ha reportado que los productos con mas
alto riesgo de contaminacién con aflatoxinas son el maiz, cacahuate y la semilla de algodon

(Jarvis, B., 1971, Payne, G.A., 1992).

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son quimicamente derivados de difuranocumarinas. Existen 18 diferentes
tipos de aflatoxinas (Ellis, W.O., etz al, 1992), pero se han identificado cuatro como los mas
importantes, estas son: By, B;, y Gi, G;, (Colley, P.J., ef al.,1979; Zaika, L L., et al, 1987, Ells,
W.0,, et al, 1992; Holcomb, M., ef al, 1992). Ademas existen dos productos metabolicos de estas
toxinas, conocidas como aflatoxina M, y M; (de Milk en inglés) las cuales pueden ser encontradas
en leche (Ellis, W.O, et al, 1992; Holcomb, M., et al, 1992 ). Estas toxinas son excretadas por
vacas que consumen alimento contaminado con aflatoxinas (Zaika, L.L., et al, 1987).

La designacion B de las aflatoxinas B, y B, proviene de la fluorescencia azul (Blue) que
exhiben bajo la luz ultravioleta, mientras que la designacion G se refiere a la fluorescencia
verde-amarilla (Green), también bajo luz ultravioleta, y los subindices 1 y 2 indican los patrones
de separacion de estos compuestos en cromatografia de capa fina (Ellis W.O. er al, 1992).

Estas toxinas tienen estructuras muy similares y forman un tnico grupo de compuestos
heterociclicos altamente oxigenados que ocurren naturalmente. Son tan similares que se ha

establecido que las aflatoxinas B, y G; son dihidroxi derivados de las B, y G,, respectivamente.



Mientras que la aflatoxina M; y M,, son producidas por hidroxilaciéon de la aflatoxina B, y B,
respectivamente (Zaika, L.L., ez a/ 1987, Ellis W.O. et al, 1992).
De las propiedades mas importantes de la aflatoxinas destacan su termoestabilidad, ya que

el punto de descomposicion esta por arriba de los 200 °C (Peiia, D.S., et al, 1990).

FACTORES QUE FAVORECEN LA INCIDENCIA DE LA CONTAMINACION
POR EL HONGO

La incidencia y severidad de la contaminacién con aflatoxinas, es altamente dependiente de
las condiciones del medio ambiente. Se sabe que las mas altas tasas de contaminacion con
aflatoxinas, se han dado en temporadas, con temperaturas normalmente por arriba del promedio, y
por debajo del promedio de lluvias (Jones, RK., er al, 1981; Holmquist, G.U,, er al/, 1983,
Payne,G.A., 1992).

Buscando factores que influenciaran la produccion de aflatoxinas, Holrﬁquist et al (1983),
estudiaron el efecto de la temperatura, el pH, la actividad de agua asi como de diferentes agentes
antifungicos, sobre el crecimiento de 4. flavus y A. parasitia:s.. Ellos encontraron que la actividad
de agua, influenciaba de manera importante el crecimiento de estos hongos (Jones, RK,, et al,
1981; Holmquist, G.U., et al, 1983). Ademas se demostré que la actividad de varios compuestos
antifingicos probados fue grandemente afectada por el pH del medio (Holmquist, GU.,, ef al,
1983).

En relacion con esto, se realizd0 un estudio donde se monitorearon varios factores
ambientales, para tratar de buscar una relacion entre la produccion de aflatoxinas y los factores
climaticos. Se encontro que los periodos con un maximo y minimo de temperaturas donde

existiera un alto nivel de evaporacion, fueron muy importantes para el desarrollo de las



aflatoxinas. Ellos también encontraron que el tiempo mas propicio para la contaminacion del
grano fue el periodo de los 20 a 60 dias después de la etapa de crecimiento denominada lienado
de grano (Jones, R K., et al, 1981; Widstrom, N.W_, et al, 1990).

Se sabe que las altas temperaturas (36-38 °C) favorecen la incidencia del hongo (Aldrich,
SR, et al, 1975), esto es probablemente debido a que dichas temperaturas no son favorables para
el desarrollo de la planta, disminuyendo su crecimiento e incrementando su susceptibilidad
(Widstrom, N.W_, et al, 1990).

Otro de los factores que favorecen la contaminacion con aflatoxinas es el dafio provocado
en los granos por los insectos, antes de que este sea cosechado (Lee, L.S., e a/, 1980; Lillehoj,
E.B., et al, 1980, Mcmillan, W.W_, et al, 1985). Esta observacion fue hecha desde la década de
los afios veinte, en donde se obserbaban zonas infectadas que coincidian con areas de daiio por
insectos (Taubenhaus, J.J., 1920; Marsh, S.F., er al, 1984). De 1930 a 1959 observaciones
similares fueron hechas por diferentes investigadores, sin embargo se determiné que también
podia haber granos infectados, sin que presentaran un dafio aparente por insectos (Payne, G.A,,
1992)

Aun con esto, existe evidencia conclusiva donde los insectos han jugado un papel
fundamental en la epidemiologia de las aflatoxinas, ya que se ha demostrado que estos
incrementan la contaminacion con los hongos productores de aflatoxinas (Payne, G.A., 1989).

Los posibles mecanismos por los cuales los insectos pueden facilitar la infeccion de las
mazorcas antes de la cosecha son: 1.- transporte del hongo a las mazorcas, 2.- movimiento del
inoculo dentro de region del grano, 3.- diserninacion del inéculo dentro de la misma mazorca y 4.-
predisposicion de granos para la infeccion, debido al dafio al pericarpio (Fennel, DI, 1977

Lillehoj, E.B., 1980).



Un ultimo factor que se ha reportado que juega un papel importante en la infeccién por el
hongo es la superficie lipidica de las semillas que son infectadas. En estas el crecimiento fiingico
solo ocurre cuando los lipidos sobrepasan el 15% del total de aceites que presenta la semilla.
Varios datos han concluido que debido a esto, A. parasiticus prolifera principalmente en la region

del gérmen, cuya area es rica en estos lipidos (De Luca, C., et al, 1989).

OCURRENCIA DE LAS AFLATOXINAS

Uno de los primeros reportes acerca de estas sustancias surgid en Inglaterra en 1960,
donde se presentd una gran mortalidad de pavos jovenes debido a una nueva enfermedad a la que
se le denomind “enfermedad X del pavo” (Sorenson, W.G., 1966; Zaika, L.L., et al, 1987, Ellis,
W.0, et al, 1992; Holcomb, M., ef al, 1992; Kuiper-Goodman, T., 1995) después se encontrd
que esta enfermedad no solo se presentd en estos animales, sino también en crias de patos y
faisanes, los cuales también fueron afectados provocando una alta ’mortalidad (Goldbatt,
L.A.1969, Eaton, D.L., ef al, 1994).

Meses mas tarde se comenzo a asociar a estas enfermedades con una toxina de origen
fungico. Esta se encontraba, en altas concentraciones en granos que eran utilizados como
alimento de las aves mencionadas anteriormente (Goldbatt, L.A., 1969, Finley, J W, et al 1992;
Eaton, DL, ef al, 1994). Para 1961 el hongo fue identificado como 4. flavus, y a la toxina
detectada se le dio el nombre de aflatoxina (Goldbatt, L.A.1969).

Hacia 1965 se conocian los efectos toxicos de estas micotoxinas y se establecieron
programas para tratar de controlar su presencia en alimentos (Nesheim, S. er a/, 1995). Sin
embargo a pesar de esto en 1967, se reportd el envenenamiento de 26 personas de dos

comunidades granjeras de Taiwan, las cuales aparentaban un envenenamiento alimentario. Los
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estudios postmortem indicaron que todos consurmieron arroz contaminado con aflatoxina B,
(Goldbatt, L.A.1969).

Estudiando a estas toxinas Lillehoj (1970), demostré que tenian capacidad toxica y
carcinogénica en animales de laboratorio. En 1971 Anderson, HW. et al, demostraron la
contaminacion precosecha de maiz con aflatoxinas siguiendo un exhaustivo programa de muestreo
de practicamente todas las areas de produccion de maiz de EU.A. La mayor incidencia de
aflatoxinas en maiz se encontro en las regiones mas calientes y mas humedos.

De la misma manera en 1972, Shank y Wogan, indicaron que estas toxinas podian estar
involucradas en la produccion de cancer de higado en los humanos. Después en 1974, se presentd
una epidemia de hepatitis en la India, donde se atribuyd como causa al consumo de maiz
contaminado con aflatoxinas. Por todo lo anterior, Wismiewski ef al, en 1992 manifestaron la
urgencia de desarrollar nuevos métodos que fueran mas efectivos para el control de enfermedades

post-cosecha.

EXTRACTOS DE PLANTAS CONTRA AFLATOXINAS

Se ha reportado a una gran cantidad de compuestos extraidos de plantas que tienen la
habilidad de inhibir microorganismos (March, C.I., 1991; Aderiye, B.1,, et al, 1996). De hecho
Gould (1995) hizo mencion de que existian reportes de mas de 1340 plantas que contenian
compuestos, que tenian actividad contra una amplia variedad de bacterias, levaduras y hongos.
Las propiedades antimicrobianas de las plantas se han conocido y usado desde hace mucho tiempo
en la industria de alimentos. Recientemente estos compuestos naturales han tomado un gran auge,

debido a la tendencia de usar los productos naturales, eliminando sustancias quimicas
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anteriormente utilizadas para la preservacion de alimentos (March, C.1., 1991; Conner, D.E,
1993).

Bullerman et al (1977) demostraron que los aceites esenciales de la canela y del clavo
(aldehido cinamico y eugenol, respectivamente) podian tener efecto inhibitorio contra el
crecimiento de A. parasiticus y la produccion de aflatoxinas. Tiempo después, en 1980, Hitokoto
probo 29 especias en polvo, demostrando que algunas de ellas también tenian efecto inhibitorio
sobre el crecimiento y la produccion de toxinas de tres especies de Aspergillus, entre ellas A.
flavus. Al aiio siguiente, Shelef y en 1989 Beuchat y Golden, analizaron extractos de plantas,
comunmente utilizadas como agentes saborizantes y como preservativos, para inhibir el
crecimiento fingico. Todos ellos demostraron que algunas de estas efectivamente inhibian el
crecimiento de los mismos.

Buchanan en 1981 demostré que el timol (aceite de tomillo) a concentraciones superiores
de 500 ug/ml tenia la capacidad de inhibir completamente el crecimiento de A. parasiticus,
mientras que a concentraciones mas bajas producia una inhibicion transitoria del crecimiento. En
ese estudio la inhibicion de las aflatoxinas se dio a un grado menor que el crecimiento.

Continuando con la bisqueda de sustancias antifingicas, de origen natural, en 1985,
Gueldner menciono que en la espiga del maiz se encontraban naturalmente compuestos volatiles,
los cuales podian inhibir el crecimiento de 4. flavus. Dos afios mas tarde, Farag er al,
determinaron los compuestos activos y su actividad contra A. parasiticus, de los aceites esenciales
de las siguientes plantas: tomillo, comino, clavo, alcaravea, romero y salvia. Ellos encontraron que
los principales compuestos activos fueron: timol, aldehido cinamico, eugenol, carvone, borneol y
tujone. Una caracteristica importante fue que todos los compuestos activos presentaron efecto

inhibitorio tanto contra el crecimiento como contra la sintesis de aflatoxinas. Ellos determinaron
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que la efectividad mayor fue mostrada por el tomillo, luego el comino, clavo, alcaravea, romero y
finalmente el menos efectivo fue la salvia.

En otro trabajo similar, March (1991), probo la actividad antimicrobiana de 22 especies de
plantas, contra 6 cepas bacterianas y 9 fiilngicas que comanmente contaminan alimentos y cultivos.
Encontraron en algunas de ellas efecto fungicida y bactericida contra algunos de los
microorganismos probados, incluyendo A. parasiticus. Otros investigadores (Singh et al), en
1993 probaron 11 extractos acuosos de plantas medicinales contra 5 cepas fungicas, entre ellas A4.

Slavus, encontrando que los extractos de Azadirachta indica y Ocimum sanctum, detuvieron el
crecimiento fiungico en comparacion con el control. Ellos sugirieron que este efecto inhibitorio se
debia a la presencia de compuestos como terpenos, aceites esenciales, ciertos alcaloides,
esteriodes, gomas, resinas y fenoles, presentes en dichas plantas.

Patkar ef al en 1993 probaron la inhibicion del crecimiento y la produccion de aflatoxinas
por los aceites esenciales de canela, clavo, almendra y cardamomo. Ellos encontraron que la
canela inhibia tanto el crecimiento como la sintesis de aflatoxinas, en tanto que la almendra y el
cardamomo solo afectaron el crecimiento. Sin embargo, obser;raron que a bajas concentraciones,
estos ultimos aceites estimulaban la produccién de aflatoxinas. Ellos finalmente sugirieron que los
compuestos activos de la canela y del clavo pudieran ser utilizados potencialmente como
preservativos de granos.

Estos resultados también concordaron con trabajos realizados por Sinha et al (1993),
donde probaron diferentes concentraciones del aceite esencial de canela, donde se observo que a
concentraciones superiores a 100 pg/ml se obtenia una reduccion significativa de crecimiento y

de produccion de toxinas.
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Otro grupo que estudio extractos de especias fue el de El-Maraghy (1995), demostrando
que algunas de ellas poseian compuestos antimicrobianos, pudiendo utilizarse como
conservadores. Ellos observaron una inhibicion total de la sintesis de aflatoxinas. A este respecto
Paster, ef al en el mismo afio determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) del
crecimiento de A. flavus con los aceites esenciales de orégano y de tomillo. En este estudio, el
aceite esencial de tomillo fue menos eficiente.

Otros investigadores continuaron probando plantas, como McCutcheon et al/ (1994),
quienes analizaron 100 extractos en donde ellos encontraron que 81 presentaron alguna actividad
antifungica contra 9 especies de hongos, entre ellas 4. flavus. Ese mismo afio Prasad, et al,
demostraron que el extracto de hojas de Amorphophallus campanulatus (OL), tenia un efecto
inhibitorio tanto para el crecimiento como para la sintesis de aflatoxinas, por A. flavus. Ellos
encontraron que a una concentracion de 3 mg/ml se inhibia completamente la sintesis de
aflatoxinas y el crecimiento del hongo se redujo considerablemente desde 4.5 mg/ml.

Cuando Kandil, (1994) estudio a la planta Thymus capitatus, establecid que el efecto
inhibitorio encontrado fue debido a saponinas, resinas, flavonoides, aceites esenciales y aceites
fijos presentes en esta planta. Otra planta probada por Masood et al, (1994) mostrd eficiencia
contra estos hongos. Ellos establecieron que la actividad mostrada en Capsicum annum fue
debida a la capsantina y a la capsaicina. También demostraron que la primera inhibia
completamente el crecimiento y la produccion de aflatoxinas de 4. parasiticus a concentraciones
que 1ban de 0.2 a 1.0 mg/ml. Sin embargo, este efecto se redujo a los 10 dias de crecimiento.
Cuando se estudié a la capsaicina también se encontro efecto inhibitorio solo que fue menor que

el observado por el otro compuesto.
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Por otro lado, Kirmizigiil, (1996), demostré que extractos metanodlicos de las flores de
Cephalaria transsylvanica inhibian tanto a bacterias como a hongos, entre estos a A. parasiticus.
También en ese afio Aderiye, identificd cuatro compuestos diferentes extraidos de la cascara de
camote (Dioscorea alata) con actividad antifingica, estos compuestos se caracterizaron como
B-sttosterol.

Un afio mas tarde, Bankole, demostr6 que el crecimiento de A. flavus disminuia
progresivamente cuando se aumentaba la concentracion de los aceites esenciales obtenidos de las
hojas de Morinda lucida y de las hojas y semillas de Azadirachta indica. Ademas estos aceites
podian reducir la sintesis de aflatoxinas en granos de maiz inoculado con el hongo. Ensayos
similares fueron realizados por Montes-Belmont ez a/, (1997), donde determinaron el efecto de 11
aceites esenciales capaces de inhibir el érecimiento de A. flavus en maiz. Ellos encontraron que 7
de los 11 inhibieron totalmente al hongo.

Utilizando varios parametros Lopez-Malo (1997) menciond que la vainillina junto a otros -
factores como el pH y la temperatura de incubacion, tenian un efecto inhibitorio sobre especies de
Aspergillus, entre ellas A. flavus y A. parasiticus.

El territorio mexicano cuenta con una de las mayores diversidades vegetales a nivel
mundial, ya que su clima, su tipo de suelo y la actividad orogénea. Se estima que en nuestro pais
existen mas de 30,000 especies de plantas (Lugo, E.E., 1992).

Aprovechando esta riqueza floristica en el presente trabajo, nos hemos dado a la tarea de
buscar plantas del noreste de la Republica Mexicana, que pudieran tener la capacidad de inhibir el

crecimiento de A. flavus y de A. parasiticus.
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HIPOTESIS DEL TRABAJO

Los extractos de 48 plantas de la region Noreste de México tienen la capacidad de inhibir

el crecimiento fungico de A. flavus y de A. parasiticus.

OBJETIVOS

|.- Determinar la eficacia de 48 plantas de la region, para inhibir el crecimiento del hongo.
2 - Determinar las concentraciones minimas de los extractos activos que inhiban el crecimiento de

A. flavus y A. parasiticus.
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METODOLOGIA

Se obtuvieron 48 plantas, las cuales se colectaron en campo, donde crecen naturalmente, y

en hierberias 0 mercados, procurando que estas estuvieran completas (hojas, tallos, flores).

Las plantas fueron identificadas, etiquetadas y se mantuvieron en congelacion, hasta su

uso. Las plantas probadas se resumen en la siguiente tabla.

*Plantas utilizadas

(Tabla 1)

Nombre Comun Nombre Cientifico Parte de la Planta | Tipo de extractos
estudiada
Alfalfa Medicago sativa Hojas + Tallo Isopropanoi-agua-
HCI (1:1:1).
Amole Yucca rostrata Raiz Acuoso y
alcoholico.
Amole de Castilla Agave bracteosa Inflorescencia, Acuoso y
Quiote alcoholico.
Barreta Helieta parvifolia Hojas + Tallo Acuoso y
alcohdlico.
Canelo Melia acedrach Hojas + Tallo Acuoso y
alcohélico.
Cebolla Allium cepa L. Fruto Isopropanol-agua-
HC1 (1:1:1).
Cenizo Atriplex canescens Hojas + Tallo Acuoso,alcohélico
, ispropanol-agua-
HCI(1:1:1).
Chaya Myriocarpa langipes Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
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Chile Capsicum annum Hojas + Tallo Acuoso y
alcohdlico.
Cuachalalate Juliana adstringens Schl. Hojas + Tallo Acuoso, alcohdlico
Isopropanol-agua-
HCI(1:1:1).
Epazote Chenopodium ambrosoides Hojas Acuoso y
alcohdélico.
Eucalipto Eucaliptus globulus Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Geranio Geranium sp. Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Helecho Pobypodium sp. Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Hierbabuena Menta piperita L. Hojas + Tallo Acuoso y
alcohdlico.
Hierba del burro Sanecio filifolius Hojas + Tallo Acuoso y
| alcoholico.
Hierba del negro Lippia germinata Hojas + Tallo Isopropanol-agua-
HCI (1:1:1).
Hojasén Flourensia cernva Hojas, Tallo Acuoso y
alcoholico.
Hoja de Jalapa Ipomoea simulans Hojas Acuoso y
alcohdlico.
Jarilla Bacharis glutinosa Hojas Acuoso y
alcoholico.
Jojoba Simmondsia chinensis Hojas + Tallo Isopropanol-agua-
HCI (1:1:1).
Lechuguilla Agave lechuguilla Hojas Acuoso y
alcohdlico.
Laurel Listea glausescens HBK Hojas Acuoso y
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alcoholico.

Manzanilla Matricaria reclutita L. Hojas + Tallo + Acuosoy
Flor alcohélico.
Maguey cenizo Agave asperrima Inflorescencia, Acuoso,alcoholico,
Quiote isopropanol-agua-
HC1 (1:1:1).
Menta Menta piperita L. Hojas + Tallo Acuosoy
alcohélico.
Mezquite maduro Prosopis gandulosa Fruto Acuoso y
alcohdlico.
Mezquite verde Prosopis gandulosa Fruto Acuoso y
alcoholico.
Milagrosa Tripsacum lancolatum Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Ocaotillo Fuoqueria splendens Flor, Tallo Acuosoy
alcoholico.
Palma china Yucca filifera Semilla, Flor, Acuoso y
Datiles alcohdlico.
Pintilla Agave victoria Inflorescencia, Acuoso y
- Quiote alcoholico.
Pirul Schinus molle Hojas + Tallo Acuoso y
alcohdlico.
Poleo Mentha pulegium Hojas + Tallo Acuoso y
alcohdlico.
Romero Rosimarinus officinalis Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Sabila Aloe vera Flor, Hojas Acuoso y
alcohélico.
Sabila rayada Agave americana Quiote, Isopropanol-agua-
inflorescencia. HCI (1:1:1).
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Salvia Hyptis albida Hojas + Tallo Isopropanol-agua-
HCI(1:1:1).
Samandoque Hesperalae funifera Hojas Acuoso y
alcoholico.
Sauco Sambucus mexicana Hojas + Tallo Isopropanol-agua-
HC1 (1:1:1).
Semilla de Linaza Linum usitatissimum Semilla Acuosoy
alcohdlico.
Sotol Dasglirium sp. Hojas Acuosoy
alcohdlico.
Tata lencho Gymnosperma glutinosum Hojas Acuoso y
alcoholico.
Toronjil Cedronella mexicana Benth Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Trébol Trifolium amabile Hojas + Tallo Acuoso y
alcoholico.
Trompillo Solarnum eleagifolium Hojas + Tallo Isopropanol-agua-
HCI(1:1:1).
Tuhci Sidalcea sp. Hojaé + Tallo Isopropanol-agua-
HCI (1:1:1).
Verbena Verbena carolina Hojas Acuoso y
alcohdlico.

* Obtencion de extractos alcoholicos y acuosos.

Para la realizacion de los extractos se pesaron 20 g de la planta y se le aitadid 100 ml de

solvente (alcohol etilico 96% o amortiguador de fosfatos).

Posteriormente se trituré en una licuadora (Ostenizer Clasica) por dos a tres min o hasta

que la planta quedara en trozos pequeiios.
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El triturado se paso a frascos de vidrio dejandolos reposar por 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente la muestra fue centrifugada a 3500 r.p.m. por 5-10 min para sedimentar
la matena solida y separarla del solvente. El sobrenadante se filtrd, utilizando papel Whatman No.
3 para eliminar la particulas mas pequeiias de materia vegetal.

Posteriormente se realizo la concentracion. Para el caso de los extractos alcoholicos estos
fueron colocados en recipientes de boca ancha y posteriormente se pasaron a una estufa a no mas
de 40 °C, a fin de evaporar totalmente el solvente.

Para el caso de los extractos en amortiguador de fosfatos, estos fueron congelados a -20
°C para concentrarlos por liofilizacion. Ambos extractos fueron reconstituidos en amortiguador de
fosfatos y posteriormente se esterilizaron por filtracion y se mantuvieron en congelacion a -20° C
hasta su uso.

Ambos tipos de extractos, se almécenaron en oscuridad, a fin de evitar una posible pérdida

de actividad por fotosensibilidad.

* Obtencion de extractos realizados con agua-isopropanol-HClL.

La muestra vegetal se seco en una estufa de circulacion de aire forzado, a 30° C por 48 h.
Posteriormente se pasO a un molino Wiley (malla 10). A esta muestra se le agrego la solucion
extractora, consistente en agua-alcohol isopropilico-acido clorhidrico (0.1 N) en una proporcion
1:1:1. Se dejé macerar por 48 h a 25-30 °C. Después de este tiempo, se pasaron a una estufa a
S0° C, para evaporar el solvente. Posteriormente se reconstituy6 en amortiguador de fosfatos, se

esterilizaron por filtracion y se almacenaron en obscuridad a -20° C, hasta su uso.
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* Determinacion de la concentracién de los extractos:

La concentracion de los extractos se determiné utilizando la técnica de diferencia en peso
seco. Para esto se peso un vial previamente tarado (Py), al cual se le agregd un ml del extracto
deseado, se paso a una estufa a 50 °C hasta que se obtuvo el peso seco constante del vial (P,).
Una vez obtenidos estos pesos, se utilizé la formula P,-P, para obtener la diferencia en el peso,

esto correspondio a la cantidad en mg/ml que se obtuvo del extracto de interés.

=P emostrar la Inhibicién imiento:

*Ensayo preliminar

Estos ensayos fueron realizados en placas Petri conteniendo medio papa dextrosa agar
(PDA), utilizando la técnica del pozo en agar y la del disco de papel filtro.

En ambas técnicas, las placas de Petri fueron sembradas colocando 100ul de una
suspension de esporas (1X10* esporas/ml), y después se distribuyd sobre la superficie utilizando
un asa de Driglasky.

Para la técnica de pozo en agar se realizaron perforaciones de 6 mm de diametro. En este
orificio se colocé una cantidad determinada de extracto, equivalente a una concentraciéon de
extracto de entre 100-250 mg/ml, cuidando de que este no rebase la orilla del pozo, para evitar
que se derrame. Se hicieron un maximo de 8-10 pozos por caja petri, procurando que estuvieran
bien distribuidos. Ademas se coloco en un pozo Actinomicina-D (control positivo) y en otro
pozo, solo el solvente en el cual estan preparados los extractos (control negativo).

Para la técnica de papel filtro, se recortaron trozos circulares de 5 mm de diametro, los
cuales se sumergieron de 3-5 veces en cada uno de los extractos, procurando que se evaporara el

solvente del papel entre cada una de las inmersiones. Estos discos, se colocaron uniformemente
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sobre las placa, colacando un control positivo con antifingico y uno negativo con el solvente
utilizado.

Las placas se incubaron hasta 7 dias, tomando como resultado positivo la aparicion de un
halo de inhibicion del crecimiento, ya sea alrededor del orificio o del papel filtro, segiin la técnica
utilizada, ademas de ausencia de crecimiento sobre el circulo de papel.

Los extractos fueron probados periodicamente en placa, por las técnicas antes

mencionadas para comprobar que su efecto inhibitorio se mantuviera constante.

* Concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

Una vez obtenidos los extractos que poseian actividad antifiingica, fueron determinadas
las CMI en caldo Czapek (Difco).

Para esto se utilizaron las concentraciones exactas del extracto a probar, obtenidas por la
tecnica de diferencia en peso seco, explicada anteriormente.

Una vez conociendo la concentracion del extracto, se inocularon tubos que contenian 0.8
ml de caldo Czapek, con 0.2 ml de una suspension de esporas ajustadas a 2X10* esporas/ml. A
cada uno de estos tubos, se les agregd una cantidad de extracto, correspondiente a una
concentracion determinada del mismo, utilizando rangos de concentraciones ampligs, para
después acortar estos rangos con variaciones de 1 mg, hasta obtener la concentracién minima

exacta en la cual se presento inhibicion del crecimiento.
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RESULTADOS

* Ensayos preliminares:

De todos los extractos probados, los que presentaron mayor efecto inhibitorio fueron la
inflorescencia y el quiote de Agave asperrima, la inflorescencia de A. victoria y la inflorescencia
de A. bracteosa (Fig. 1). Esta inhibicién pudo observarse tanto utilizando la técnica del pozo en
agar como en la técnica del papel filtro (Tabla 2 y 3).

Se observo que muchos de los extractos solo presentaron una inhibicién parcial contra las
cepas fingicas probadas. Este efecto se caracterizaba principalmente, por un crecimiento modesto
del hongo en las areas donde el extracto era colocado. Esto fue mas observable en la técnica del

papel filtro, ya que en este caso, el hongo tuvo la capacidad de crecer sobre el papel, pero lo hacia
con menos intensidad que en el control. Los extractos reportados como no efectivos fueron los

que en las dos técnicas probadas, mostraron un crecimiento fiingico similar al de los controles.

Cuando se compararon las dos técnicas, la que presentaba mayor claridad en los

resultados fue la del pozo en agar (Fig. 2).

Tabla 2.- Efecto de extractos alcohdlicos sobre el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus.

Estos ensayos se realizaron mediante la técnica del pozo en agar.

Nombre Comin A. flavus A. parasiticus
Semilla de Yuca + +
Flor de Yuca + +
Hierba del burro + +
Milagrosa + +
Flor de Ocotilio + +
Ocotilio G +
Hojasén + +




Epazote

Flor de Sabila

Trébol

Laurel

Eucalipto

Cenizo

Poleo

Yerbabuena

Helecho

Vibora

Canelo

Manzanilla

Chile

Séabila

Geranio

Romero

Hoja de Jalapa

Semilla de Linaza

Mezquite verde

Mezquite Maduro

Datiles de yuca

Chaya

Menta

Barreta

Amole

Maguey cenizo, quiote

Maguey cenizo, inflorescencia

Pintilla, inflorescencia

Pintilla, quiote

Amole de Castilla,
inflorescencia

Amole de Castilla, quiote

Lechuguilia

Samandoque

Janlla

Pal fuete

Sotol

Pirul

Laurel

Toronjil

el oo o e |+ $+£%i++"+"+"""""+"""

Cuachalalate

- No se presento inhibicion.

+ halo de inhibicion menor de 0.2 em.
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++ halo de inhibicion entre 0.2-0.5 cm.
At halo de inhibicion entre 0.5-1.0 cm.
halo de inhibicion m&e 1.0-1.5 cm.

Nota.- Los halos de inhibicion se miden a partir del borde del pozo hasta el limite de la inhibicion.

Tabla 3.- Efecto de extractos alcoholicos sobre el crecimiento de A. ﬂMs y A. parasiticus.

Estos ensayos se realizaron mediante la técnica del disco de papel filtro.

EXTRACTO A. flavus A. parasiticus

Semillla de Yuca

Flor de Yuca

Hierba del burro

Milagrosa

Flor de Ocotillo

Ocotillo -

+ |4+ +]+]+
|+ |+ |+ +

Hojasén

Epazote

Flor de Sabila - -

Trébol - -

Laurel - -

Eucalipto - -

Cenizo - -

Poleo -+

Yerbabuena - -

Helecho - -

Vibora . -

Canelo = -

Manzanilla - -

Chile - _

Sabila “

Geranio -

Romero

Hoja de Jalapa +
Semilla de Linaza +

+|+|

Mezquite verde = -

Mezguite Maduro - -

+

Datiles de yuca +

Chaya s -

Menta - -




Barreta +
Amole +
Maguey cenizo, gquiote ++
Maguey cenizo, -+
inflorescencia
Pintilla, inflorescencia ++++ +++
+
et
+

Pintilla, quiote
Amole de Castilla,
inflorescencia
Amole de Castilla, guiote
Lechuguilla
Samandoque
Jarilla
Pal fuete
Sotol
Pirul
Laurel
Toronjil
Cuachalalate
- No se presento inhibicion.

+: halo de inhibicion menor de 0.2 cm.
++: halo de inhibicion entre 0.2-0.5 cm.
+++ halo de inhibicion entre 0.5-1 ¢cm.

- halo de inhibicion entre 1.0-1.5 cm.

Nota.- Los halos de inhibicion se miden a partir del borde del disco hasta el limite de la inhibicién.

Se observo un efecto similar en los extractos acuosos en comparacion con los extractos
alcohélicos. Solo que en algunos casos el efecto fue menor al de los alcohdlicos (Tablas4 y 5).
Los extractos acuosos que presentaron mayor actividad fueron igualmente los de los

agaves, solo que un poco menos efectivos en comparacion con los obtenidos con el otro solvente

(Fig. 3).
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Tabla 4.- Efecto de extractos acuosos sobre el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus. Estos

ensayos se realizaron mediante la técnica del pozo en agar.

Nombre Comun A. flavus A. parasiticus

Semilla de Yuca + +

Flor de Yuca + +

Hierba del Burro

Milagrosa

Flor de Ocotillo + +
Ocotilio + +

Hojasén = =

Epazote - -

Flor de Sabila - -

Trébol # =

Laurel - -

Eucalipto - -

Cenizo ) - -

Poleo -+ +

Yerbabuena - =

Helecho - : s

Vibora - -

Canelo - -

Manzanilla - 2

Chile - ~

Sabila - -

QGeranio = &

Romero - -

Hoja de Jalapa -

Semilla de Linaza i3

Mezquite Verde -

Mezquite Maduro -

Datiles de Yuca -

Chaya -

Menta

Barreta

Amole

Maguey cenizo, quiote

inflorescencia

Pintilla, inflorescencia

Pintilla, gquiote .+

+
+ +
+ +
o -+
Maguey cenizo, +++ ++
A+t e
+
++

Amole de Castilla, ++
inflorescencia




Amole de Castilla, guiote + +
Lechuguilia - -
Samandoque - -
Jarilla - -
Pal fuete - -
Sotol - -
Pirul - -
Laurel - -
Toronjil - -
Cuachalalate . - -
- No se presento inhibicion.
+: halo de inhibicion menor de 0.2 cm.
++: halo de inhibicion entre 0.2-0.5 cm.
- halo de inhibicién entre 0.5-1 cm.
+HH+; halo de inhibicion entre 1.0-1.5 cm.

Nota.- Los halos de inhibicién se miden a partir del borde del pozo hasta el limite de la inhibicion.

Tabla 5.- Efecto de extractos acuosos sobre el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus. Estos

ensayos se realizaron mediante la técnica del disco de papel filtro.

Nombre Comun A. flavus A. parasiticus

Semilla de Yuca - -

Flor de Yuca - -

Hierba del Burro - -

Milagrosa - -

Flor de Ocotillo - -

Ocotillo - -

Hojasén - -

Epazote - -

Flor de Sabila - -

Trébol - -

Laurel - -

Eucalipto - . -

Cenizo & s

Poleo - -

Yerbabuena - -

Helecho - ) =




Vibora

Canelo

Manzanilla

Chile

Sabila
Geranio

Romero

Hoija de Jalapa

Semilla de Linaza

Mezquite Verde

Mezquite Maduro

Datiles de Yuca

Chaya

Menta

Barreta

Amole

Maguey cenizo, quiote

inflorescencia

Pintilla, inflorescencia

Pintilla, guiote

+ +
+ +
++ ++
Maguey cenizo, ++ ++
- -+
+ +
++ +

Amole de Castilla,

inflorescencia

Amole de Castilla, guiote + +*

Lechuguilla = =

Samandoque - -

Jarilla - -

Pal fuete = &

Sotol - -

Pirul - . -

Laurel s _

Toronjil - -

Cuachalalate » -

- No se presentd inhibicion.

o halo de inhibicion menor de 0.2 cm.
++ halo de inhibicion entre 0.2-0.5 ¢m.
- halo de inhibicion entre 0.5-1 cm.
HH+ halo de inhibicion entre 1.0-1.5 cm.

Nota.- Los halos de inhibicion se miden a partir del borde del disco hasta el limite de la inhibicion.
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Claves:

1) Agave asperrima (inflorescencia).
2) Agave asperrima (quiote).

3) Agave victoria (inflorescencia).

4) Agave bracteosa (inflorescencia).
5) Control.

a) Técnica del pozo en agar. b) Técnica del disco de papel filtro

Fig. 2 - Comparacion de la técnicas utilizadas para los ensayos preliminares

a) Extractos alcohodlicos b) Extractos acuosos

Fig. 3.- Comparacion del efecto inhibitorio de los extractos acuosos y alcohélicos.
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Los extractos realizados con agua-isopropanol-HCl que presentaron mayor inhibicion
_ fueron nuevamente los de los agaves. En este caso fueron Agave asperrima y Agave americana.
La inhibicion fue algo mayor a la de los demas extractos realizados con etanol y amortiguador de

fosfatos (Tabla 6).

Tabla 6.- Efecto de extractos obtenidos con agua-alcohol isopropilico-ac. clorhidrico sobre el
crecimiento de A. flavus y A. parasiticus. Estos ensayos se realizaron

mediante la técnica del pozo en agar.

Nombre Comin A. flavus A. parasiticus

Yerba del Negro - - -

Jojoba - -

Alfalfa - -

Salvia - _ -

Sauco - -

Cuachlalate - -

Cebolla - -

Cenizo - -

Tuchi - -

Trompillo - -

Sphaeralcia angustifolia - .

A. asperrima: parte media del +H++ 4+

quiote
A.asperrima: inflorescencia - 4+
A. asperrima. parte basal del -+ -+
quiote .
A. asperrima: parte superior Bk e -+
del quiote
A. americana: plantula -+ -+
A. americana: parte superior ++ -
del quiote
A. americana:inflorescencia - o
A. americana: parte basal del i A+
quiote
- No se presenté inhibicion.

+: halo de inhibicion menor de 0.2 cm.
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++: halo de inhibicion entre 0.2-0.5 cm.
+HE halo de inhibicion entre 0.5-1 cm.
-+ halo de inhibicion entre 1.0-1.5 cm.
+HH-H halo de inhibicién mayor a 1.5 cm.

*Co i inj ibi

Se reﬁé un anilisis de la efectividad de las plantas probadas y los extractos
seleccionados para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI), fueron los
Agaves, ya que en forma general, fueron los que presentaron mayor efecto inhibitorio, en ambas
técnicas utilizadas y con los dos solventes. Asi como con los extractos reflujados.

Los extractos fueron: quiote e inﬂorescen;ia del maguey cemzo (4. asperrima), la
inflorescencia de la Pintilla (4. victoria), y la inflorescencia del Amole de Castilla (4. bracteosa).

Las CMI resultantes se muestran el la tabla 7.

Tabla 7.- CMI resultantes

Planta utilizada A. flavus (mg/ml) A. parasiticus (mg/ml)
Maguey cenizo (Agave 19£1* 18+2
asperrima, quiote)
Maguey cenizo (Agave 1.5+0.5 1+0.5
asperrima, inflorescencia)
Pintilla (Agave victoria,. 4=+1 2.5£1.5
inflorescencia) ,
Amole de Castilla (dgave 20+2 19+1
bracteosa, inflorescencia)

* Desviacion estandar de la media.
Los resultados de la CMI mostraron que la inflorescencia de A. asperrima fue el extracto
mas efectivo ya que con una concentracion de 1-1.5 mg/ml se inhibia completamente el

crecimiento de ambos hongos. Por su parte A. victoria presenté una CMI con un rango de 2.5-4
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mg/ml. Los menas efectivos fueron el quiote de A. asperrima vy la inflorescencia de A. bracteosa

ya que ambos requirieron de una concentracion de 20 mg/mi para inhibir el crecimiento del hongo.
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DISCUSION

Existe una gran cantidad de plantas que pudieran tener uso potencial como agentes
antimicrobianos (Gould, G.W. 1995). Durante los tltimos 30 afios muchos investigadores se han
dado a la tarea de analizar plantas para encontrar este tipo de compuestos y aplicarlos en diversos
€asos, ya sea Como agentes terapéuticos o en la industria de los alimentos (Guerrat, R.L. 1990).

La region noreste de México cuenta con una gran diversidad de plantas, algunas de las
cuales poseen compuestos que tienen la capacidad de inhibir microorganismos. Asi, en
investigaciones recientes se han reportado compuestos naturales extraidos de plantas del desierto
Chihuahuense, con capacidad de inhibir bacterias, hongos y levaduras (Verastegui, Ma. de los A,
1995 y Sanchez, C.A., 1997).

Durante los pasados 5 afios se ha increplentado el interés en la identificacion de sustancias
que ocurren naturalmente, las cuales inhiben el crecimiento y/o la produccion de aflatoxinas.
(Buchanan R L. 1981). Por lo que en ¢l presente estudio se analizo la capacidad de extractos de
plantas de la regidn para inhibir el crecimiento de A. flavus y de A. parasiticus.

Nuestros resultados indican que el extracto mas efectivo fue el de la inflorescencia del
maguey cenizo {A. asperrima), ya que presentd la CMI mas baja para ambos hongos, pues para 4.

Slavus fue de 1.5 mg/ml y para A. parasiticus fue de 1.0 mg/ml, seguido por la inflorescencia de
la Pintilla (Agave victoria), cuya CMI para A. flavus fue de 4 mg/ml y para A. parasiticus de 2.5
mg/ml. Con respecto a los extractos de la inflorescencia del amole de castilla (4. bracteosa) y del

quiote del maguey cenizo (4. asperrima), ambos presentaron una CMI de 20 mg/ml, para ambos

hongos.
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Para dos de las tres plantas utilizadas las CMI mas bajas se presentaron en la
inflorescencia. Esto es comprensible, ya que con frecuencia el periodo de floracion de la planta
coincide con un incremento en la concentracion de los compuestos que pudieran tener efecto
inhibitorio (Fernandez, F.M., 1996), ya que el efecto de una inhibicion total o parcial del
crecimiento del microorganismo por parte del extracto, dependera en gran medida de la
concentracion a la que se encuentre el compuesto activo (Malo, L., 1977, Thomson, W.A., 1980).
Otro factor importante es la temporada de lluvia ya que esta ocasiona la disoluciéon de compuestos
de la planta provocando una menor concentracion de los mismos, por lo tanto un menor efecto
(Fernandez, F. M., 1996).

Con respecto a los ensayos de inhibicién preliminares, las técnicas utilizadas presentaron
ligeras diferencias, ya que los halos de inhibicion en la técnica del pozo en agar resultaron ser un
poco mas extensos que los de la técnica del papel filtro. Esto es probablemente debido a que se
presenta una mejor difusion del extracto en la técnica del pozo en agar, pues en la del papel filtro
se tenia que secar el extracto antes de poner el disco en la placa de petni.

Muchos métodos de difusion y dilucién han sido utilizados para estudiar la actividad de
plantas medicinales a los cuales se les han realizado un gran nimero de modificaciones para
obtener mejores resultados. Cabe sefialar que es dificil utilizar estos métodos para estandarizar un
procedimiento para el estudio de plantas como antimicrobianos, ya que algunos factores como la
composicion del medio de cultivo, microorganismo probado, método de extraccion, pH,
solubilidad de la muestra en el medio de cultivo, etc. pueden influir de manera importante en los
resultados (Rios, J.L. 1988).

Debido al efecto que presentaron los extractos de agaves, podemos proponer que estos
extractos con actividad fungicida, sean estudiados mas a fondo para determinar su potencialidad
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de uso en la preservacion de alimentos durante su almacenaje, evitando la contaminacton y
controlando microorganismos causantes de enfermedades de plantas en cultivos de valor (March,
C.1,, 1991). Estos estudios posteriores, deberan determinar si el efecto de los extractos en medio
de cultivo es comparable al efecto de los extractos en granos, ya que los niveles de
antimicrobianos necesarios para inhibir el crecimiento de microorganismos en alimentos algunas
veces suele ser mas alto que aquellos determinados en medios de cultivo (Gould, G.W. 1995).

Las propiedades antimicrobianas de los extractos de plantas usados como agentes
antimicrobianos en alimentos ha sido reconocido por siglos, ademas la reciente demanda de
minimo proceso en alimentos ha incrementado la exploracion de estos antimicrobianos para
utilizarlos en alimentos (Conner, D E., 1993).

Por supuesto los sistemas naturales no tienen una especial demanda solo por ser naturales,
pero ellos son un argumento fuerte de que si un sistema es efectivo y seguro, y completa una
necesidad tecnologica real, entonces las aplicaciones potenciales podrian ser exploradas. En este
respecto, podemos predecir que los sistemas naturales, particularmente en combinacion con
aditivos o combinacion sinergistica con otros factores y técnicas, incrementara su papel en un
futuro (Gould, G.W. 1995). Es claro que en la naturaleza existen, un enorme numero de
antimicrobianos muy efectivos. Como quiera que sea es también claro que pocos de ellos han sido
desarrollados para el uso en alimentos (Gould, G.W. 1995.)

Por altimo, las plantas que no presentaron actividad contra estos hongos, podrian tenerla,
si se hacen extracciones con otros solventes, ya que la cantidad y los tipos de compuestos
extraidos con los solventes utilizados, pueden ser muy diferentes si se extraen con solventes

diferentes o con mezclas de estos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos muestran que:

De las 48 plantas probadas se demostr6 que tres de estas presentaron un efecto inhibitorio
claramente observable contra los hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus.

El tipo de solvente utilizado no fue un factor determinante en el efecto inhibitorio. No asi
la técnica utilizada, ya que la del pozo en agar, presenté halos de inhibicion mas extensos que la
del papel filtro. |

Los extractos de maguey cenizo (Agave asperrima) resultaron ser los mas efectivos, ya
que presentaron la menor CMI, que tuvo un rango de 1.0 mg/ml a 1.5 mg/ml para la
inflorescencia, y para el caso del quiote su CMI fue de 20 mg/ml.

Con una actividad menor, le siguieron los extractos de inflorescencia de la pintilla (A.
victoria) con un rango de CMI de 2.5 mg/ml a 4.5 mg/ml. La inflorescencia del amole de castilla

(A. bracteosa) present6 una inhibicion de 20 mg/ml para ambos hongos.
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