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INTRODUCCION

A nivel mundial, después de los insectos los hongos son los principales causantes
en la reduccion de la calidad de los cereales almacenados. En paises desarrollados,
donde los insectos y roedores son controlados eficazmente, los hongos causan la
mayoria de las pérdidas durante el almacenamiento, ademas ocasionan una baja en la
viabilidad o poder de germinacion de la semilla, decoloracién en el grano, pudricion y
produccion de micotoxinas. Las toxinas que producen algunas especies de estos hongos
son de mucha importancia debido a su alto potencial para producir enfermedades en
humanos y animales. Aunque 15 especies de Aspergillus y varias de Penicillium,
producen aflatoxinas, solamente Aspergillus flavus y A. parasiticus han sido

consistentemente considerados como productores de aflatoxinas (Gonzilez, 1995).

La presencia de aflatoxina en alimentos ingeridos por los animales, es muy
dafiina, no solamente para el animal, ya que también sus residuos pueden aparecer en la
carne, en los huevos y pueden ser excretados en la leche. Hay evidencias de que si las
aflatoxinas se encuentran en los alimentos, son causa de enfermedades en seres humanos

principalmente en Africa, India, Asia y Filipinas (www.aflatoxin.info/food_safeti.asp).

Los patégenos antes mencionados son controlados basicamente con pesticidas
sintéticos; sin embargo, el uso de funguicidas tradicionales empleados para el control de
estas y otras enfermedades ha tenido graves consecuencias en la salud humana y el
medio ambiente, asi como en el desarrollo de resistencia por los fitopatdgenos a estos
productos sintéticos; lo que ha ocasionado un inevitable incremento en las dosis

empleadas para su control y en la contaminacién ambiental (Baker ef al., 2002).

Las propiedades antimicrobianas de extractos de varias plantas y sus propiedades
fungicidas han sido probadas y validadadas in vitro e in vivo en diferentes cultivos
agricolas. La formacién y germinacion de esporas, desarrollo micelial e infeccion, puede
ser inhibido por extractos de plantas. Por lo tanto, los productos naturales de origen

vegetal pueden contribuir a la sustitucion de agroquimicos sintéticos, haciendo posible la



produccion de alimentos con bajos residuos de pesticidas inorganicos tradicionales

(Wedge, et al., 2003).

Una buena alternativa lo constituyen los pesticidas orgdnicos con base en
compuestos naturales, ya que son biodegradables y desaparecen rapidamente del medio
ambiente después de ser aplicados en el campo. Ademss, la demanda de pesticidas
organicos va creciendo significativamente, asi que a corto y mediano plazo, €l problema
fundamental no sera la falta de demanda sino una oferta insuficiente de bioproductos de

bajo impacto ambiental y amigables con los ecosistemas.

Es importante sefialar que las normas internacionales para la proteccion vegetal
excluyen en los criterios de certificacion de inocuidad, a una parte importante de los
agroquimicos sintéticos utilizados en el agro Mexicano. Simultaneamente la Union
Europea y los Estados Unidos avanzan en programas nacionales de agricultura orgénica,
en los cuales el eje tecnologico estd dominado por los biopesticidas que permiten el
control de los fitopatégenos, ayudando a incrementar la produccién y asegurando la

inocuidad alimentaria (Montes-Belmont ef al., 2000).

Por otra parte, la mayoria de los pesticidas organicos e inorganicos son
importados a nuestro pais, siendo la fuga de divisas y dependencia extranjera bastante
significativa, a pesar de que es factible desarrollar y producir agroquimicos organicos de
bajo impacto ambiental con productos derivados de animales y plantas abundantes en
Meéxico, los cuales tienen un enorme potencial y hasta la fecha son poco aprovechados.

(Rodriguez, 2000).

La gobemadora (Larrea tridentata), es un arbusto perenne de los desiertos
Chihuahuense, Sonorense y Mojave de Norteamérica, sus hojas contienen una resina
espesa que se comporta como un antitranspirante debido a que forma una barrera que
disminuye la transpiracion Los metabolitos secundarios de la resina (entre los que

destacan fenoles, lignanos y flavonoides), son defensas bioquimicas para repeler la



agresion de animales herbivoros, hongos y microorganismos, ya que no se conocen

plagas, enfermedades o animales que ataquen a esta planta.

Numerosos estudios han demostrado que los extractos de gobernadora tienen
accion antifiingica bajo condiciones in vitro en al menos 17 hongos fitopatégenos de
importancia econémica. Algunos bioensayos con microorganismos que atacan a
humanos han indicado que mas de 45 bacterias son susceptibles a la resina de L.
tridentata o sus constituyentes, asi como 10 levaduras, nueve hongos y tres parasitos

intestinales (Lira-Saldivar et al., 2003).

Por otro lado, el quitosan es un producto organico de origen animal, el cual es un
biopolimero no toxico, que se obtiene por desacetilacion de la quitina, siendo
considerado el segundo biopolimero natural mas abundante después de la celulosa; es el
principal componente del exoesqueleto de crustaceos como cangrejos, langostas, jaibas y

camarones (Roller y Covill, 1999).

Debido a que la biodegradacion de la quitina es un proceso muy lento, la
acumulacion de grandes cantidades de desperdicios de conchas de crustaceos es un gran
problema en la industria procesadora de mariscos (Shahidi er al, 1999). Este
subproducto orgéanico animal ha venido recibiendo mucha atencién por sus aplicaciones
comerciales en la industria biomédica, quimica, electronica, alimentaria y mas
recientemente en la agricultura. Debido a que el quitosan ha demostrado tener accion
inhibitoria contra microorganismos fitopatdgenos como bacterias, hongos, levaduras y
‘neméatodos; esto lo hace un biopolimero muy viable para elaborar agroquimicos
naturales con gran potencial en los programas de agricultura orgénica, mismos que estan

orientados a buscar la inocuidad agricola, tanto en México como en todo el mundo.




REVISION DE LITERATURA
Generalidades del quitosan

La quitina es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza; se encuentra
presente en la cuticula de los crusticeos, exoesqueleto de artrépodos y en las paredes
celulares de los hongos (Figura 1). Estd muy asociada con sales inorgénicas, proteinas,
pigmentos y lipidos, por lo que el proceso convencional de extracciéon por métodos
quimicos incluye una desproteinizacion con alcalis, seguido de una desmineralizacion
con 4cidos diluidos y por ultimo se eliminan los lipidos presentes mediante solventes

organicos, aunque este Gltimo paso se considera opcional (Matsumoto et al., 1996).

N Ny
’ Chitosan
r——"_——'———_——‘——\
CH OH
AN ASANY
0
OH OH
Cellulose

Figura 1. Estructuras quimicas de la quitina, quitosan y celulosa



La quitina desacetilada se conoce como quitosan, polimero constituido
fundamentalmente por unidades de glucosamina (2-amino-2-desoxi-D-glucosa) con
uniones B (1-4). El quitosan se comporta como un polielectrolito lineal a pH écido,
posee una alta densidad de cargas, tiene la capacidad de quelatar iones metalicos (Fe,
metales pesados, etc.) y de adherirse ficilmente a superficies cargadas negativamente.
Este compuesto natural es biodegradable, no téxico, y sus cargas positivas le confieren

propiedades biologicas y fisiolégicas tinicas (Sandford, 1989).

Potencial industrial del quitosan

El quitosan tiene un gran potencial industrial, destacandose su uso en la industria
de los cosméticos: lociones, aditivos para el cabello, cremas faciales y para el cuerpo
(Lang y Clausen, 1989); también se emplea como preservativo en productos alimenticios
aprovechando sus caracteristicas antimicrobianas, asi como antioxidante (Shahidi ez al.,
2001). En el 4rea biotecnoldgica ha tenido diferentes usos, entre los que figuran la
inmovilizacion de células y enzimas; y la posibilidad de actuar como un excelente

agente floculante (Sandford y Hutchings, 1987).

En farmacologia y medicina se viene empleando el quitosan como fibra dietética
y para elaborar medicamentos; en la agricultura se ha reportado su utilidad como
modificador de suelos y fungicida, entre otros usos. Un uso muy importante en
poscosecha de productos agricolas ha sido su aplicacion en forma de peliculas o
cubiertas de frutos, con la finalidad de conservarlos frescos y contribuir a extender su

vida de anaquel (Lafontaine y Benhamou, 1996).

Evidencias de la actividad antifiingica del quitosan
Bioensayos in vitro.

La actividad antifungica del quitosan se ha evaluado en diferentes especies de
hongos fitopatdgenos, los resultados derivados de los estudios in vitro basicamente han
estado relacionados con el crecimiento micelial, la esporulacion, la germinacion y la
morfologia de las hifas y esporas. Los efectos obtenidos han sido diferentes, algunos

autores los relacionan con las concentraciones de quitosan aplicadas, otros con el grado
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de polimerizacion de la cadena de glucosamina, el nivel de desacetilacion e inclusive
con el tiempo de exposicion del polimero en la célula fangica. Cepas de Fusarium
oxysporum, Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer aisladas de papaya (Carica
papaya), presentaron inhibicion del crecimiento micelial (mas del 50%) a
concentraciones de quitosan de 1.5% en adelante, observandose una correlacion directa
entre la concentracion de quitosan y la inhibicion del crecimiento. La esporulacion
mostré6 un comportamiento similar, a excepcion de P. digitatum, la cual se estimulé en

presencia de quitosan (Bautista-Baiios ef al., 2004a).

También se reportan cambios en la morfologia de las esporas (area, longitud y
forma) de acuerdo al tratamiento y/o tiempo de incubacién, comparadas con las esporas
no tratadas. Por otro lado, concentraciones bajas de quitosan (0.5 y 0.2%) inhibieron
marcadamente el crecimiento micelial de Botrytis cinerea aislado de durazno y kiwi. En
contraste, lo reportado por Cheah et al., (1997), indica que Sclerotinia sclerotiorum
present6 inhibicion de su crecimiento radial sélo con altas concentraciones de quitosan
(4%). Otros estudios sugieren que €l quitosan puede tener efecto fungicida o fungistatico

dependiendo de la concentracién a la que se utilice.

Por ejemplo, el crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides aislado
de papaya se inhibié totalmente con concentraciones de quitosan de 2.5 y 3.0% durante
7 dias de incubacion, mientras que a 0.5 y 1.5% el hongo comenzo a crecer al segundo y
cuarto dia, respectivamente. Ademds, comprobd una reduccion en la esporulacion, asi
como cambios morfologicos en los conidios (4rea y factor de forma eliptica) a
concentraciones de quitosan superiores a 1.5% (Bautista-Bafios ef al., 2003). Sin
embargo, a esa misma concentracion de quitosan (1.5%) se le atribuye un efecto
fungicida en el crecimiento de Botrytis cinerea, Alternaria alternata, C. gloesporioides
y Rhizopus stolonifer, lo cual es asociado al grado de desacetilacion del quitosan (El
Ghaouth et al., 1992¢).



Por otra parte, Hirano y Nagao (1989) encontraron que el crecimiento micelial de
18 hongos fitopatogenos se inhibi6é en presencia de quitosan dependiendo del grado de
polimerizacién de la cadena. Adicionalmente, en los hongos B. cinerea y R. stolonifer se
ha observado la salida de aminodcidos y proteinas del interior de la célula,
manifestindose este efecto durante la hora siguiente de aplicarse el tratamiento.
Observaciones microscopicas reflejaron que las hifas redujeron su tamafio y mostraron
una forma inusual, evidenciandose un crecimiento aéreo anormal de las mismas.
No obstante, la germinacion de las esporas y la elongacion del tubo germinativo sélo se

afectaron con altas concentraciones (6 mg/ml) de quitosan (El Ghaouth ef al., 1992a).

Bioensayos in vivo.

En el 4rea del manejo de poscosecha en frutas y hortalizas son escasos los
estudios realizados donde se reportan los efectos que suceden a partir de la interaccién
quitosan-fruto. Asi por ejemplo, en frutos de manzana tratados con quitosan al 1.2% se
observo que los conidios de B. cinerea presentaron una forma. anormal, inhibiéndose la

germinacion de los mismos y el crecimiento micelial (Du ef al., 1998).

Estudios realizados con el apoyo de Ia microscopia de transmisién, mostraron
cambios intraestructurales y citoquimicos en la interaccion quitosan-B. cinerea en
pimiento morrdén, encontréndose que las hifas tratadas con quitosan presentaban varios
grados de desorganizacién celular, lo cual se manifest6 al perder la consistencia de la
célula, asi como la degradacion del protoplasma; mientras que en los tratamientos donde
no se aplicé este biopolimero las hifas conservaron su apariencia normal (El Ghaouth et
al., 1994). En estudios posteriores se analizaron otros aspectos bioquimicos y
citoquimicos, corroborandose que el quitosan induce severos dafios citologicos en las

hifas invasoras, similares a los rebortados anteriormente (E1 Ghaouth et al., 1997).



Hipétesis sobre los diversos mecanismos de accion del quitosan.

Los mecanismos por los cuales se presenta el efecto antifiingico del quitosan no
han sido del todo esclarecidos, sin embargo, existen hipdtesis fundamentales que
contribuyen a explicar este efecto. A pesar de que los estudios realizados en este sentido,
son atribuidos por los autores a diferentes causas (concentracién, polimerizacion,
acetilacion, tiempo de incubacion, etc.) existe un factor comun alrededor del cual tratan
todas las explicaciones y es el relacionado con la naturaleza policationica de la molécula

de quitosan, la cual le confiere propiedades bioldgicas y fisiologicas tinicas.
1. El quitosan como inductor de respuestas bioquimicas de defensa en el hospedero.

El uso del quitosan como inductor de resistencia a enfermedades puede ser
significativo si consideramos la naturaleza sistémica y persistente de las enzimas de
defensa en los tejidos de las plantas en respuesta a la presencia del quitosan, lo cual
puede ser importante en retardar la reanudacion de una infeccion latente que tipicamente
comienza a activarse cuando la resistencia de los tejidos declina. Una de las tendencias
actuales en el control de las enfermedades poscosecha es la de “ayudar” al producto
hortofruticola a reactivar sus propios mecanismos de defensa (Bautista-Bafios y Barrera-

Necha, 2001).

La induccion de resistencia promete ser una nueva tecnologia para el control de
las enfermedades poscosecha. En la ultima década, ha cobrado auge el interés por
inducir la resistencia natural a enfermedades en productos hortofruticolas una vez que
son cosechados. Se considera que son cuatro los factores que fundamentalmente
influyen en esta teméitica: Los requerimientos nutricionales del patogeno, la activacién
de los factores de patogenicidad de los hongos (ambos factores se incrementan en los
tejidos maduros), los compuestos antifiingicos existentes y el potencial para inducirlbs,
se sabe que ambos factores tienden a suprimirse en frutos maduros (Terry y Joyce,

2004).



2. Formacion de barreras estructurales de defensa en las plantas.

La formacion de barreras estructurales de defensa es un proceso muy comun que
tiene lugar en respuesta a la invasiéon de microorganismos patégénos. En los frutos
también se ha observado la formacién de barreras estructurales que limitan la
disponibilidad de nutrientes al patégeno, ademds de impedirles fisicamente avanzar
hacia el interior de los tejidos. El Ghaouth er al. (1994) estudiaro el efecto del
tratamiento del quitosan en el proceso de infeccion de B. cinerea en pimiento morrén, y
observaron que en el tejido no tratado e inoculado, la colonizacion del hongo se realizé
rapidamente, causando la degradacion de las paredes del hospedero, sin embargo, en los

tejidos tratados con quitosan el crecimiento de las hifas se restringi6 al sitio de infeccion.

Los autores atribuyeron este efecto en los tejidos donde se aplicé quitosan a la
formacion de deposiciones en las paredes celulares.y al llenado de los espacios
intercelulares con material fibrilar. Estudios posteriores permitieron confirmar este
efecto, dado que el tratamiento con quitosan estimuld la formacion de barreras
estructurales en pimiento morrén, siendo la observacion mas comin el adelgazamiento
de la pared celular del hospedero, la formacion de protuberancias celulares y el llenado
de los espacios intercelulares con un material de naturaleza fibrilar (El Ghaouth et al.,

1997).
Conservacién de frutas y hortalizas durante el almacenamiento:

Control de l1as enfermedades poscosecha

El uso de quitosan en el control de enfermedades de postcosecha se atribuye a la
propiedad de formar peliculas que protegen la superficie de los frutos y vegetales,
regulando el intercambio de gases y la humedad; la actividad fungicida y/o fungistatica y
a la capacidad de inducir una respuesta de resistencia en los tejidos vegetales (Wilson et

al., 1994).



Actualmente, el quitosan también se ha aplicado a los frutos como tratamiento
individual o combinado con tratamientos hipobéricos (baja presién); con extractos
vegetales 0 con antagonistas microbianos (bacterias o levaduras), sin embargo, los
resultados obtenidos no han superado los efectos de la aplicacion del quitosan de manera

individual (Romanazzi et al., 2003).

En el caso de papayas tratadas con quitosan al 1.5% se detecté un menor
porcentaje de infeccion y menor indice de severidad al ser inoculadas con C.
gloesporioides, sin embargo, al combinarse el quitosan con extractos vegetales no se
observé efecto sinérgico (Bautista-Bafios et al., 2003). De manera similar, la
combinacion de quitosan (0.2% glycolquitosan) con el antagonista microbiano Candida
saitoana, no repercutié favorablemente en el control de la pudricion de manzanas y

citricos (E1 Ghaouth et al., 2000).
Efecto del quitosan en la calidad de los frutos

De manera general, se puede sefialar que el recubrimiento de los frutos con
diferentes peliculas ha sido una técnica que ha dado buenos resultados en la
conservacion de los mismos. Las peliculas elaboradas con polisacaridos han sido muy
utilizadas y dentro de ellas destaca el uso del quitosan, mostrando un efecto positivo en
la calidad de los frutos (buena viscosidad, propiedades emulsificantes, etc.). Se han
realizado diversos estudios enfocados a evaluar la calidad de los frutos, sin embargo, son

escasos los trabajos que abordan el aspecto sensorial (Du et al., 1997).

El quitosan permite prolongar la vida media de frutos y vegetales al formar una
capa semipermeable que regula el intercambio de gases y reduce las pérdidas por
transpiracion. Este efecto se ha reportado en numerosos productos hortofruticolas tales
como fresas, manzanas, tomates y pimiento morrén, entre otros. En el proceso de
maduracién se ha encontrado que el quitosan interviene en la reduccién de los niveles de

etileno y CO; en manzanas, pepinos, pimientos, etc. (El Ghaouth et al., 1991).
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En otros parametros relacionados con la calidad de los frutos también se ha
evidenciado un efecto positivo al aplicar quitosan, observindose que disminuye la
pérdida de peso, aumenta la firmeza, la acidez de los frutos, ademas el contenido de

sélidos solubles totales tiende a mantenerse o incrementarse (Bautista-Bafios et al.,

2003).

Generalidades de la gobernadora (Larrea tridentata)

Las zonas aridas representan un gran potencial porque guardan una riqueza
basada no tanto en su densidad, como en su especializacion biolégica, donde la floray la
fauna son el producto de miles de afios de adaptacion fisiolégica para su sobrevivencia.
Un caso tipico de estas condiciones lo representa la gobernadora (L. tridentata) de la
familia Zygophyllaceae. Esta especie perenne es la mas més ampliamente distribuida en
las zonas aridas de los desiertos Mojave, Sonorense y Chihuahuense (Barbour, 1969).
Comunmente se le conoce en México con el nombre de gobernadora por su dominancia
en las grandes extensiones de las zonas aridas del norte de México. Pero también se le
conoce como sonora, tasajo, jarilla y hediondo o hediondilla por el peculiar olor que

tiene, sobre todo después de una lluvia (Brinker, 1993).

Las hojas de este arbusto xer6fito estan envueltas en una gruesa capa de resina
que es producida por tricomas glandulares durante el desarrollo de las hojas y puede
llegar a formar parte del 20% del peso seco de las hojas o mas (Lira-Saldivar et al.,
2003b). La resina tiene la propiedad de hacer menos digestivo el follaje, de manera
similar al efecto que producen los taninos (Rhoades, 1977), también se comporta como
un antitranspirante ideal debido a que forma una barrera en la superficie de las hojas que
disminuye mas la transpiracion que la tasa de asimilacion de CO, (Meinzer ef al., 1990;
Gonzalez-Coloma et al.,1994).

Se considera que la resina funciona como un filtro contra la radiacién solar UV y
que protege a la planta contra el herbivorismo de insectos y animales (Barbour et al.,
1977; Downum ez al., 1988). Las hojas de L. tridentata estan siempre verdes durante los

meses del afio sin lluvia, época en que son pocos los recursos vegetales que pueden
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encontrar insectos y animales, sin embargo, el herbivorismo en este arbusto es muy
limitado, esto se debe probablemente a los metabolitos secundarios como los
biopolimeros fendlicos y el acido nordihidroguaiaretico (NDGA) que se encuentran
presentes en la resina producida en hojas y tallos, los cuales resultan‘ser defensas
bioquimicas para repeler el ataque de animales herbivoros, hongos y otros

microorganismos (Rundel et al., 1994).
Distribucién geogrifica.

L. tridentata domina aproximadamente 17.5 millones de hectireas desde el oeste
de Texas hasta el sur de California en los Estados Unidos (Duisberg, 1952). Su rango en
el desierto Mojave va desde la parte sur de California y Nevada a la parte central de
Arizona y Nuevo México, limitado por heladas invernales o Iluvias excesivas de
invierno. En la Republica Mexicana, la gobernadora se encuentra en parte del desierto
Sonorense, incluyendo los estados de Baja California Norte, Baja California Sur y
Sonora; y en el desierto Chihuahuense incluyendo los estados de Chihuahua, Coahuila,
Nuevo Ledn, Zacatecas, San Luis Potosi y Durango. Se estima que el 25% del territorio.

nacional esta cubierto con este arbusto de las zonas aridas (Lira-Saldivar, 2003).

(A) B)

Figura 2. Representacion esquematica de las dreas en los desiertos Sonorense (A) y

Chihuahuense (B), donde se encuentran poblaciones naturales de Larrea tridentata en el

norte de México y sur de los Estados Unidos
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Este arbusto xer6fito crece bien en planicies secas y mesas, habitando colinas y
declives y en varios tipos de suelos, excepto arcillosos, salinos o graniticos (Shreve y
Wiggins, 1964). Sus poblaciones naturales ampliamente distribuidas en éreas
generalmente consideradas como improductivas, han conducido a hacer estudios de su

potencial valor como alimento para ganado.

Descripcion botinica.

L. tridentata es un arbusto perenne xeréfito siempre verde. Su edad puede
exceder los 100 afios, aunque algunas plantas pueden sobrevivir cientos o miles de afios
a través de reproduccion vegetativa asexual, ya que las raices producen brotes o retoilos
que después se convierten en nuevas plantas (Barbour, 1969). La edad se determina por
el tamafio de la corona radicular. La raiz crece solo cerca de 170 cm hacia abajo, pero se
ramifica hasta mas de 4 metros lateralmente (Brinker, 1993). El tamafio de la planta
varia de 0.5 a 4 m de altura dependiendo de la lluvia de invieno o verano, no hay un
tallo principal, pero las ramas gruesas crecen. vertical u oblicnamente desde la corona

radicular y se hace dicotomica lateralmente (Coyle y Roberts, 1975).

Las hojas son pequeiias y bifoliadas, de un verde oscuro a verde amarillento con
cuticulas gruesas y una capa resinosa, tienen peciolos cortos y crecen opuestas en las
ramas. Las flores son amarillas con cinco pétalos, usualmente aparecen al final del
invierno o a principios de primavera, pero pueden florecer en cualquier momento
después de una lluvia; crecen cerca de las terminaciones de los retofios jovenes. Los
frutos son pequefios (4 a 7 mm de diametro), tienen una cubierta vellosa (Figura 3) y
contienen cinco semillas, las cuales son transportadas por el viento y la lluvia (Shreve y
Wiggins, 1964; Coyle y Roberts, 1975).
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Figura 3. Follaje de un arbusto de L. tridentata donde se aprecian algunas caracteristicas

distintivas de las hojas bifoliadas, flores y los frutos con su cubierta vellosa.

Constituyentes fitoquimicos de la resina

Los principales compuestos en la resina de L. tridentata que han sido hasta ahora
reportados en la literatura son muy numerosos, sin embargo, un resumen de los mas
importantes se presentan en el Cuadro 1. En la resina de gobernadora destacan los
lignanos fendlicos por su mayor contenido en base al peso seco del follaje, seguidos por
flavonoides, saponinas, aminoacidos y minerales que se encuentran en la resina
producida en las células cercanas a la epidermis superior e inferior de las hojas (Figura

4),

Figura 4. Corte transversal de un foliolo de Larrea tridentuta que muestra la
resina contenida en las células epidermales del haz v envés (Tomado de Lira-Saldivar.

2003).
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Peso seco (%) Tipo Compuesto
16-21 Lignanos Fenolicos  Acido Dihidroguaiarético
Hemi-nosisoguaiacin
Acido nordihidroguaiarético
Nordihidroguaiacin
5-71.5 Flavonoides Apigenin
Kaempferol
10-15 Saponinas Larreagenin A
Triterpenos Acido Larreico
0.1-0.2 Monoterpenos Alpha penene
Volatiles Delta-3-carene
Hidrocarbonos 35 limoneno
Aromaticos Benzaldheido .
Benzilbutano
Belzilbutano
Metil naftaleno
Esteroides Beta-sitosterol
Colesterol
Campesterol
Taninos Glucosa
Carbohidratos Sucrosa
70.1 (de tallos) Lipidos ' Alkil esteres (C43-C56)
16.6 Aminoacidos Fenilalanina
Isoleucina
Acido glutémico
Acido aspartico
Glicina

Cuadro 1. Principales constituyentes fitoquimicos de L. tridentata (Brinker,1993).

El compuesto mds importante que se encuentra en la resina de las células
cercanas a las capas epidermales superior e inferior de las hojas y tallos de L. tridentata
es el acido nordihidroguaiarético (NDGA) (Figura 5),.uno de los antioxidantes organicos

mejor conocido (Seigler ef al., 1974).

Se ha determinado que este acido tiene propiedades como antioxidante,
antiinflamatorio, citotdxico, antimicrobial e inhibidor de enzimas (Fernindez, 1979;
Brinker, 1993). Este antioxidante se presenta en todas las especies de Larrea. El NDGA

también se considera que es un repelente de herbivoros (Rundel et al., 1994).
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El ganado no consume normalmente el follaje de Larrea (Zamora, 1988), pero
puede hacerlo si la resina es removida, ya que es una excelente fuente de proteina,

semejante a la alfaifa (Duisberg, 1952).

HO

HO

Figura 5. Estructura quimica del acido nordihidroguaiaretico (NDGA)

Estudios interpoblacionales de L. tridentata realizados en el desierto Sonorense
revelaron que las concentraciones de NDGA encont;'adas en la resina de sus hojaé
variaron en funcion de la latitud y de la época del afio (Downum ef al., 1988), asi como
con factores ecolégicos, ya que la concentracién de NDGA puede verse reducida por la
contaminacion ambiental provocada por concentraciones elevadas de ozono (Gonzélez-

Coloma et al., 1988).

La concentraciéon de NDGA es de alrededor del 50% de la resina que forma parte
de un 10 a 15% del peso seco de las hojas (Sakakibara ef al., 1976). También hay mas de
20 flavonoides metil aglyconas que constituyen la otra mitad de la resina. Los posibles
efectos de todos los diferentes flavonoides y otros constituyentes son numerosos y
variados. Los efectos combinados de estos constituyentes de L. tridentata apuntan hacia
un sinergismo que amplia el efecto del compuesto activo primario (NDGA), esto sugiere
usar un extracto de la estructura entera hojas/ramas en comparacidn con usar una

preparacion de NDGA purificado sintetizado (Lira-Saldivar, 2003).
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Propiedades antifiungicas in vitro de Larrea tridentata

Uno de los primeros trabajos sobre el efecto fungicida y/o fungistatico de la
resina de gobernadora reporta que al utilizar extractos crudos de cloroformo y etanol los
hongos Rhizoctonia solani; Pythium sp. y Rhizopus nigricans fueron controlados in
vitro, tanto con el extracto metanélico como con el cloroférmico; no fue el caso de
Fusarium oxysporum, ya que con 1000 ppm de cada extracto, este hongo solamente se

logré controlar en un 76 y 93%, respectivamente (Fernandez et al., 1979).

Posteriormente otros autores han venido corroborando las propiedades
antifingicas in vitro de la gobernadora, ya sea de productos obtenidos con diferentes
solventes o bien, con material vegetativo seco y molido. Los resultados obtenidos por
Velasquez (1981), indican que el extracto de gobernadora que mejor efecto manifest6 en
estudios in vitro fue la fraccion etandlica a dosis de 2,000 ppm observando un
crecimiento nulo a los 15 dias después de la inoculacion del hongo Cytosporina sp.,
estado asexual de Eutypa armeniacae agente causal del brazo muerto de la vid; ademas
inhibi6 la germinacion de ascosporas de E. armeniacae a la misma- dosis, pero con

extractos obtenidos con etanol y cloroformo.

Los estudios efectuados por Salazar et al. (1990) mostraron que el polvo de hojas
y el extracto en acetona de L. tridentata también inhibieron in vitro el crecimiento- de
Pythium aphanidermatum. En el trabajo realizado por Vargas-Arispuro et al. (1997)
sobre la actividad antiaflatoxigénica in vitro de 10 extractos vegetales, se destaca el
efecto del extracto de L. fridentata obtenido con diclorometano, ya que inhibi6 el
crecimiento de Aspergillus flavus y A. parasiticus en 92 y 86% respectivamente, en
cambio los extractos metanodlicos tuvieron poco efecto sobre la inhibicion de ambos

hongos.

En un ensayo realizado por Lara et al. (1997) se aplicé gobernadora en polvo y
extractos obtenidos con acetona y agua para estudiar el efecto inhibidor in vitro de estos

productos de Larrea sobre Phytium ultimum. El polvo de gobernadora asi como los
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extractos se adicionaron a la concentracion del 2% en el medio de cultivo 3P (selectivo a
Pythiaceos) antes del vaciado en cajas Petri. Los resultados de estos autores indican que
el polvo y el extracto en acetona inhibieron el crecimiento del patogeno, mientras que el

extracto en agua tuvo un comportamiento similar al testigo.

Por su parte, Verastegui et al. (1996) determinaron el efecto de extractos
etandlicos de L. tridentata en el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias que
afectan la salud de humanos y animales. Sus resultados mostraron que los extractos de
gobernadora inhibieron diversos hongos entre los que destacan: Candida krusei, C.
albicans, C. rugosa, Cryptococcus neoformans, C. laurenti y C. albidus, asi como las
bacterias Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Shigella dysenteriae,

Yersinia enterocolitica 'y Proteus vulgaris.

Debido a que existen pocos fungicidas comerciales que han sido efectivos en
inhibir la germinacién de teliosporas de T7illetia indica, el agente causal del carbdn
karnal del trigo, Rivera-Castafieda et al. (2001), realizaron un trabajo para estudiar el
efecto inhibitorio sobre este hongo de varios extractos de plantas del estado de Sonora.
Sus resultados indican que la inhibicién total in vitro del hongo ocurrié con 500 mg/ml
del extracto de L. tridentata obtenido con diclorometano. Las teliosporas tratadas con
este extracto no mostraron viabilidad cuando se transfirieron a medio de cultivo fresco,
por lo que el extracto de gobernadora mostré su potencial como agente de control de 7.
indica. En comparacién, los extractos obtenidos de Chenopodium ambrosioides y

Encelia farinosa s6lo mostraron ser parcialmente efectivos contra 7. indica.

Al comparar el efecto de extractos etandlicos de resina de gobernadora obtenida
de follaje colectado en los desiertos Chihuahuense (D.Ch) y Sonorense (D.S.), Balvantin
(2001) encontré que el hongo Pythium sp. fue significativamente inhibido en su
crecimiento micelial, ya que con 500 ppm se logré una inhibicion del 100% con el
extracto del D.S., mientras que a esa misma dosis pero con el extracto del D.Ch. se

redujo el crecimiento en un 70% en comparacion con el testigo.
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El efecto fungitoxico sobre Alternaria solani de los extractos hidrosolubles
etanodlico, metandlico y cloroformico obtenidos de poblaciones nativas de L. tridentata
provenientes de los D.Ch y D.S. también fue sefialado por Lira-Saldivar et al. (2003). En
este trabajo se encontr6 que el crecimiento micelial del hongo fue significativamente
afectado a partir de 2,000 y 4,000 ppm; y totalmente inhibido a 8,000 ppm con los tres

extractos de ambos desiertos.

Con base en los resultados hasta ahora reportados en la literatura, queda claro
que los compuestos fitoquimicos presentes en la resina de gobernadora tienen una
potente accion antifiingica in vifro contra diversos hongos fitopatégenos de gran
importancia econémica, algunos de ellos caracterizados por tener una gran capacidad
metabdlica como los pertenecientes a los géneros Aspergillus y Fusarium (Montes-

Belmont et al., 2000).

En cuanto a los principios activos encontrados en la resina de Larrea, diversos
autores (Brinker, 1993; Gnabre er al., 1995) sefialan a los lignanos - fenélicos y
especialmente al NDGA que solamente es producido por esta planta, como el metabolito
secundario que confiere las propiedades biocidas de la gobernadora, sin embargo, esto
no ha sido plenamente demostrado con hongos fitopatégenos; quedando también
pendiente la realizacion de trabajos de investigacion para documentar en detalle el modo

de accion de los extractos de L. tridentata sobre diversos microorganismos.
Efecto bactericida, nematicida y antiviral de L. fridentata y sus derivados.

Muchas sustancias fendlicas son bactericidas porque reaccionan quimicamente
con los sistemas sensitivos de las enzimas y las vuelve cataliticamente inactivas. Debido
al efecto inhibidor en numerosos sistemas enzimaticos, L. tridentata y el NDGA tienen
un amplio espectro de actividad como agentes antisépticos. Los estudios comparando
varios extractos de L. tridentata mostraron que la fraccion de NDGA no era responsable

de toda la actividad antimicrobiana (Zamora, 1988).
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La resina de gobernadora ha probado tener efectos bactericidas y bacteriostaticos
a bajas dosis, como lo demuestra el trabajo de Velasquez (1983) al evaluar in vitro
diversas dosis del extracto etanolico contra las bacterias fitopatogenas Erwinia
amylovora, E. atroseptica y Pseudomona solanacearum, sus resultados revelaron que la
resina de gobernadora presenta un efecto selectivo contra las tres bacterias evaluadas, al
no inhibir a la dosis de 2,000 ppm el desarrollo de E. amylovora, mientras que el
crecimiento de E. atroseptica fue minimo a dosis relativamente bajas (250, 500 y 1,000
ppm), ademas los extractos de L. tridentata mostraron una excelente accion bactericida

contra P. solanacearum incluso con la dosis minima.

En el trabajo de Brinker (1993), enfocado a los usos etnobotanicos de L.
tridentata se ha reportado que mas de 45 bacterias, diez levaduras, nueve hongos y tres

parasitos intestinales son susceptibles a la resina de L. fridentata o sus constituyentes.

El efecto de la resina de gobernadora como nematicida solo ha sido consignado
en pocos casos. Huerta (1986) en pruebas in vitro sefiald que la resina etanolica de L.
tridentata mostré una inactivacion de los nematodos a los 27 minutos, mientras que en el
testigo (agua) la actividad dur6 3.5 h. Recientemente en un trabajo in vitro con
nematodos colectados de suelo infestado donde se tenia sembrado melon, vid y nogal, se
compararon los efectos de cuatro dosis (1,000, 2,000, 4,000 y 8,000 ppm) del extracto
etandlico de gobernadora contra el nematicida comercial Mocap. Los resultados
obtenidos por De Anda (2003), reportan un claro efecto nematicida con las dosis de
4,000 y 8,000 ppm, en este trabajo también se seflala que el efecto de esas dosis
resultaron ser estadisticamente iguales que el nematicida sintético utilizado como

referencia para comparar el efecto del extracto de gobernadora.

Una actividad muy interesante demostrada por ciertos constituyentes flavonoides
de L. tridentata es el efecto antiviral reportado por los 3-metoxiflavonoides, incluyendo
3-metil-kaempferol, 3,3’-dimetil-quercetin, y 3,7,3’-trimetil-quercetin (Xue et al., 1988).
En su estudio encontr6 que estos flavonoides son activos contra los virus que afectan el

RNA, incluyendo polio, coxsackiec B2 y rino virus, y también contra la estomatitis
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vesicular y el virus bunya. Las sustancias antes mencionadas son consideradas como
verdaderos antivirales, ya que afectan la replicacion de los virus y la iniciacion de la

sintesis de RNA (Zamora, 1988).

La actividad antiviral de los metabolitos de L. tridentata también ha sido
claramente detectada en el trabajo de Gnabre et al. (1995), donde se consigna que el
lignano 3-0-methyl del acido nordihydroguaiaretico aislado de la resina del follaje de la
gobernadora tiene un efecto inhibidor en la actividad del virus del SIDA, ya que este
lignano impide la replicacion del virus.

Un reporte muy completo sobre las propiedades antivirales de L. tridentata
contra el virus causante de los diferentes tipos de herpes encontrados en humanos ha
sido presentado por Clark (1999), quien menciona que el extracto de esta planta es 1000
veces mas potente que las drogas sintéticas antivirales. En su trabajo se sefiala que
cultivos de células de. los virus causantes de herpes de los tipos:HSV-1 y HZV sin
extracto de Larrea fueron destruidos en 72 h, mientras que células conteniendo 10 pg/ml
del extracto de Larrea no fueron afectadas por el virus; los resultados clinicos de este
autor indican que el derivado de gobernadora elimina mas rdpido el virus del herpes que

la droga Zovirax (acyclovir), la cual es especifica para este virus.

Otros constituyentes fendlicos aparte de los flavonoides que imitan la actividad
biolégica del NDGA incluyen los lignanos norisoguaiacin y el acido dihidroguaiaretico
parcialmente demetilado. El lignano norisoguaiacin demostré actividad antimicrobiana y
antioxidante, asi como en el transporte mitocondrial de electrones e inhibicién

enzimatica (Gisvold y Taker, 1974).

Entre los organismos inhibidos estdn los causantes de algunas enfermedades
bacterianas como paratifoidea, antrax, fiebre escarlata, nocardiosis, neumonia libar,
infecciones en las heridas, infecciones del tracto respiratorio superior e urinarias y
caries. El efecto en los organismos ha sido solamente demostrado in vitro (excepto de

Streptococcus pneumoniae tipo 11 en ratones), asi que no es muy dificil asumir que los
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extractos de Larrea pueden controlar exitosamente las infecciones arriba mencionadas

(Brinker, 1993).
Propiedades de Larrea tridentata observadas in vivo.

No son muchos los resultados generados in vivo con extractos, hojas o productos
derivados de la gobernadora. Estudiando el efecto de residuos de L. tridentata sobre el
hongo P. aphanidermatum y su efecto sobre la germinacion y crecimiento de plantulas
de frijol, Salazar et al. (1990) descubrieron que la muerte en la preemergencia fue mas
alta (80 al 100%) en los tratamientos inoculados con los patdgenos, excepto en aquellos
donde se adicioné gobernadora, en los cuales el porcentaje de germinacion fue del
100%.

Al evaluar la supervivencia de plantulas de tomate trasplantadas en un suelo
infestado con los patdgenos R. solani, P. aphanidermatum, P. capsici 'y con sus
combinaciones, Garcia et al. (1997) encontraron un notable efecto en la disminucion del
porcentaje de incidencia de mortandad en plantas de chile (Capsicum annuum), lo
anterior se observé cuando se adicion6 gobernadora molida en polvo en proporcion de

1% p/p.

Con la finalidad de evaluar ¢l efecto de la gobernadora sobre patogenos radicales,
Lara et al. (1997) sembraron bajo condiciones de invernadero semillas de frijol Canario
107 en suelo previamente infestado con R. solani y P. aphanidermatum, al cual se le
agreg6 un polvo a base de hojas y ramas de gobernadora al 2% p/p. Ellos observaron que
la muerte preemergente fue mas alta (80 a 100%) en los tratamientos inoculados con los
patégenos, excepto en aquellos tratados con gobernadora, en los cuales el porcentaje de

germinacion fue del 100%.

El efecto de la goberhadora también ha sido estudiado sobre los hongos de
almacén Aspergillus flavus y A. parasiticus productores de aflatoxinas. Vargas-Arispuro
et al. (1997), encontraron que los mejores resultados se obtuvieron con el extracto de

Larrea a 500 ppm obtenido con diclorometano, ya que inhibi6 en 92 y 86%
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respectivamente el crecimiento de los hongos antes mencionados. En cambio, el extracto

metandlico tuvo poco efecto sobre la inhibicion de ambos patégenos.

La acciéon benéfica de L. fridentata contra el ataque de insectos en granos
también ha sido documentado por Cortéz-Rocha et al. (1993). Ellos determinaron que la
gobernadora provoca repelencia a insectos, ya que granos de frijol tipo pinto,
almacenados y previamente tratados con polvo de hojas de L. fridentata, el gorgojo del

frijol (Zabrotes subfasciatus) fue menos atraido que los no tratados.

Por otro lado, en un trabajo donde se utilizo la técnica de solarizacion mas la
incorporacion al suelo de un extracto etanélico hidrosoluble de L. tridentata a razén de
20 kg ha'', Lira-Saldivar et al. (2003c) encontraron que las raices de plantas de chile
presentaron un ligero dafio por patogenos del suelo (4. alternata, Phytium sp. y .
Rhizoctonia solani), mientras que en el tratamiento con solarizacién sin extracto
etanolico, -las raices de las plantas de chile mostraron un incremento de 134% en la
severidad del dafio. En cambio, el suelo no solarizado..que tampoco recibié extracto de
gobernadora reporté un incremento de 567% en el dafio radicular, en comparacioén con.

las plantas de parcelas solarizadas a las que se incorporaron 20 kg ha™ del extracto.

Importancia de las bacterias

Las bacterias han sido histéricamente la causa de graves enfermedades y
propagacion de epidemias en humanos; las enfermedades como tuberculosis, difteria,
fiebre tifoidea, colera, disenteria y neumonia, han causado un gran dafio en Ia
humanidad. La purificacion del agua, inmunizacion (vacunas) y tratamientos modernos
con antibidticos contintan reduciendo la morbilidad y mortalidad por bacterias. Por otra
parte, nuevas bacterias patogenas han sido reconocidas en los pasados 25 afios y otras
mas antiguas como Staphylococcus aureus y Mycobacteryum tuberculosis, han
emergido con nuevas formas de virulencia con patrones de resistencia a la mayoria de
los agentes antimicrobianos sintéticos que resultan ser los de uso mais comin

(http://textbookofbacteriology.net/psecudomonas.html).



Importancia médica y econémica
Escherichia coli

Escherichia coli es la especie mas estudiada de la familia Enterobacteriaceae,
por su importancia médica y econdémica, facil de cultivar y aislar, tiempo de
regeneracion corto y por su capacidad de ser manipulada genéticamente. Las
enterobacterias se encuentran ampliamente distribuidas, en agua, suelo, flora intestinal
de humanos y muchos animales; viven como saprofitos, simbiosis, epifitas y parasitos.
Su rango de hospederos incluye animales que van desde insectos hasta humanos, asi
como en frutas, vegetales, granos, plantas y una gran cantidad de arboles
(www.emedicine.com/med/byname/klebsiella-infections.htm).

Staphylococcus aureus

:Dos especies de Staphylococcus viven en asociacibn con humanos:
Staphylococcus epidermidis vive normalmente en:las fosas nasales, donde raramente es
patégeno y probablemente ayuda al huésped a producir 4cidos en la piel que retarda el
desarrollo de hongos dermatdxicos; y Staphylococcus aureus, el cual puede permanecer
en diferentes lugares pero principalmente en la membrana nasal (nariz); es un potencial
causante de enfermedad y es considerado un patégeno. Las cepas de S. aureus varian en
la calidad de enfermedades, también es notoria su resistencia a la penicilina y a otros
antibidticos; tiene un amplio margen de virulencia y esta presente como flora normal de
humanos, lo cual asegura que puede ser facilmente transmitido de un individuo a otro

(http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas. html).

Pseudomona

El género de esta bacteria constituye un ejemplo clisico del patégeno
oportunista. Se le relaciona con epidemias severas de diarrea en lactantes y enfermos
hospitalizados e inmunocomprometidos, ya que provoca padecimientos serios como

endocarditis, endoftalmitis, meningitis, neumonia y septicemia. Es importante sefialar
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que en algunos incidentes la fuente de infeccion de diversas especies del género
Pseudomona se encontré en el instrumental y equipo médico e incluso en soluciones
germicidas, tales como sales cuaternarias de amonio y yodéforos usadas en clinicas y

hospitales (Gilardi, 1985).
Salmonella

En la actualidad, las salmonelas son consideradas universalmente como una de
las causas mas importantes de enfermedad transmitida por alimentos que afecta a cerca
de 2,000,000 de individuos cada afio. La salmonelosis en humanos es considerada
regularmente como contaminaciéon por alimentos (gastroenteritis), pero en otras
ocasiones se manifiesta como una seria infeccion sistémica (fiebre entérica) la cual
requiere un pronto tratamiento con antibiotico. Ademas, la salmonelosis también puede

- causar grandes pérdidas en el ganado (www.tekibookofbacteriology.net/enten'cs.html).

Enterococcus

Los enterococos son la principal causa de infecciéon en hospitales (una segunda
infeccion adquirida en el hospital). Son responsables de aproximadamente 110,000 casos
de infeccion en las vias urinarias, 25,000 casos de bacteremia y 1,100 casos de _

endocarditis anualmente en los Estados Unidos (Huycke, 1998).

Proteus

Son bacterias saprofitas comunes en el medio ambiente, se aislan de una
diversidad de alimentos. Participan en la descomposicion de alimentos, generalmente en
etapas avanzadas, el género Proteus tiene un intenso efecto putrefactivo; debido a que la
descarboxilacion de aminodacidos participa en la formacién de aminas; comin en la

materia fecal y en la materia organica en descomposicién (Ferniandez, 2000).
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Klebsisella

Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca son las dos especies de este género
responsables de enfermedades en humanos; son patdégenos oportunistas que se
encuentran en el ambiente y en la mucosa de la cavidad nasal. El principal reservorio del
patogeno es el tracto gastrointestinal y las manos del personal de hospitales. Estos
patogenos pueden llegar a propagarse rapidamente y causar grandes epidemias en

humanos (www.emedicine.com/med/byname/klebsiella-infections.htm).

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE LAS BACTERIAS ESTUDIADAS

Introduccion a la familia Enterobacteriaceae

Una de las principales razones por las que la familia Enterobacteriaceae ha sido
ampliamente estudiada es pbr el efecto negativo que causa en la salud humana, animales
y en la agricultura. A la familia de las enterobacterias pertenecen especies deterioradoras
de alimentos, que provocan infecciones adquiridas en el hospital, fiebre entérica (fiebre
tifoidea) y plagas; causan también infecciones en animales domésticos, de granja y

zooldgico (Hayes, 1993).

Son bacilos Gram negativos que miden de 0.3 ~1.0 x 1.0 — 6.0 pm, oxidasa
negativo, fermentan el azucar con produccién de gas. Tipicamente moviles con flagelos
preritricos, anaerobios facultativos, crecen entre 22 y 35°C en medios que contienen
peptona o extracto de carne. Se desarrollan también en agar MacConkey el cual puede

ser usado como un medio de aislamiento selectivo (Fernandez, 2000).
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Escherichia coli

Escherichia coli es un habitante casi universal del intestino de las personas y de
los animales de sangre caliente donde es el anaerobio facultativo predominante. Por lo
general es un comensal inofensivo, puede ser un patdgeno oportunista que causa algunas
infecciones de las vias urinarias, neumonia en enfermos con inmunosupresion y -
meningitis en recién nacidos. Su presencia corriente en las heces, su facilidad para
cultivarlo, su caracter generalmente apatdgeno y las caracteristicas de supervivencia en
el agua, determinaron que E. coli fuese adoptado como indicador de contaminacién fecal

y de la posible presencia de patégenos entéricos en el agua (Fernandez, 2000).

Caracteristicas generales

Escherichia coli es un bacilo corto (Figura 6), Gram negativo, no espordgeno
catalasa positivo, oxidasa-negativo, fermentador de la lactosa. Es un organismo mesofilo
tipico que crece a temperaturas desde 7 a 10°C hasta 50°C, con una temperatura ptima
de 37°C, aunque ha habido referencias de algunas cepas que crecieron a temperaturas de
4°C. No presenta termo resistencia y es capaz de resistir el almacenamiento en
refrigeracién o en congelacion durante tiempos prolongados. Un pH casi neutro es

dptimo para su crecimiento, aunque puede crecer a pH inferior a 4.4 (Adams, 1997).

Figura 6. Morfologia microscopica de la bacteria Escherichia coli
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Patogenia y signos clinicos

Varias especies de E. coli conocidas como E. coli enteropatogenos (EEC),
producen graves diarreas y vomitos en los lactantes y nifios; los informes en los que se
implica a las cepas de EEC como causa de toxiinfeccion alimentaria en adultos son muy
poco frecuentes. Se sabe que ciertas cepas de EEC producen enterotoxinas de las que se
han descrito dos: una termosensible y otra termorresistente. El periodo de incubacion
varia de 2 a 48 horas y los sintomas principales son diarrea nauseas y dolor abdominal.
Con frecuencia se presenta fiebre que a veces es alta, pero los vOmitos son menos
frecuentes. Las diferencias observadas en la sintomatologia se deben probablemente a-

las distintas cepas de EEC implicadas (Hayes, 1993).

Aislamiento e identificacion

Las técnicas selectivas para E. coli se basan principalmente en la capacidad del
microorganismo para tolerar la bilis y otros agentes tensoactivos por su habitat natural,
que es el intestino. El medio utilizado es el agar MacConkey; las sales biliares (y a veces
el colorante cristal violeta) actian como inhibidores de las Gram-positivas y de algunas
Gram negativas exigentes, lactosa y rojo neutro. Las colonias son de color rojo. El agar
eosin/azul de metileno es un medio selectivo diferencial muy utilizado. Los colorantes
eosina y azul de metileno son agentes selectivos pero también actian como indicadores
de la fermentacion de la lactosa por formar un precipitado a un pH bajo, las colonias son

de color verde obscuro con brillo metélico (Adams, 1997). -

Asociaciéon con alimentos

Son muchos los alimentos implicados en la toxiinfeccion alimentaria por EEC,
entre ellos diversas carnes de mamifero y aves, puré de papa, galletas de crema, leche y
queso. Al parecer ningun alimento estd especialmente asociado con esta forma de
toxiinfeccion alimentaria (Hayes, 1993). La contaminacion fecal de las redes de
abastecimiento de agua y los manipuladores de alimentos contaminados, han sido
implicados muy frecuentemente en brotes de enfermedad causados por diferentes cepas
de E coli; también diversos alimentos han sido implicados entre los que se incluyen un
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sustito del café, hortalizas, ensalada de papa y el sushi; y en quesos blandos madurados
por hongos. Brotes causados por el serotipo O157:H7 han implicado principalmente a

carne molida mal cocida y a leche fresca.

Un grave brote de E. coli ocurrido en Estados Unidos en 1993, causado por
hamburguesas insuficientemente cocidasprovocd que seiscientas personas enfermaron y
cuatro nifios murieron. Este brote generd una gran atencion sobre la higiene de la carne y
motivd entre otras cosas, la implantacion de nuevas normas relativas al etiquetado de las

carnes (Adams ef al.,1997).

Caracteristicas de Salmonella

Las salmonelas son bacilos cortos (0.5 pm por 1-3 pm) Gram negativos, no
esporulados, con una rica composicion antigénica: antigenos somaticos (O, de naturaleza
lipopolisacarida) y flagelares (H, proteinas; generalmente son moviles con flagelos
peritricos (Figura 7). Se ha registrado crecimiento en temperaturas de 5°C hasta 47°C
con un crecimiento éptimo a 37°C. Las salmonelas son termosensibles por lo que son
destruidas facilmente por las temperaturas de la pasteurizacion. El género Salmonella
comprende casi 2,000 cepas distintas (denominadas serotipos), su nimero esta en
constante aumento al aislarse nuevas cepas seroldgicamente distintas. Muchos serotipos
reciben el nombre del lugar en donde se aislaron por primera vez, por ejemplo: S.
newport, S. derby, S. dublin, S. heildelberg, originalmente las salmonelas se designaban
de una forma maés fortuita y a menudo teniendo en cuenta la enfermedad y el animal

afectado (ejem: S. fyphimurium que causa el tifus en los ratones) (Fernandez, 2000).

La Salmonella es una bacteria primariamente parasitaria intestinal de los
animales y el hombre, se libera al medio ambiente cuando es expulsada por las heces,
muestra capacidad de sobrevivencia bajo condiciones favorables y también de
multiplicarse; aunque difieren en cuanto a las caracteristicas y gravedad de la
enfermedad que causan. La fiebre tifoidea es la mas grave, fue la primera infeccion por
salmonella que fue descrita de modo inconfundible. Son anaerobios facultativos,

mismos que se caracterizan bioquimicamente porque fermentan la glucosa, con
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produccién de gas y no atacan la lactosa ni la sacarosa. Su temperatura optima de
crecimiento, como la mayoria de las bacterias productoras de toxiinfecciones
alimentarias es de 37°C. Son relativamente termosensibles pues se destruyen a 60°C en
15 a 20 minutos y no crecen por debajo de los 5°C. Las células sobreviven

perfectamente en los alimentos desecados (Adams et al., 1997).

Figura 7. Morfologia microscépica que ilustra el género Sa/monella

Estos microorganismos son huéspedes habituales del tracto gastrointestinal; son
transportadas por una gran variedad de animales de abasto, animales salvajes, roedores,
mascotas de compafiia, aves, reptiles e insectos, normalmente sin presentar ninguna
enfermedad manifiesta; por lo que las enfermedades gastrointestinales estan relacionadas
principalmente con aquellos serotipos que existen en abundancia en los animales y en las
personas. Por su gravedad, pueden variar desde la vehiculacién asintomatica hasta una
diarrea grave y son el tipo de salmonelosis mds corriente. Pueden ser diseminadas por
medio de las heces al suelo, al agua, a los alimentos y desde estos medios a otros
animales incluyendo a las personas. En cualquier edad, la enfermedad humana suele
estar relacionada con un nimero limitado de serotipos. En la actualidad S. enreritidis, S.
typhimurium y S.virchow son los mas comunes. siendo los dos primeros las tres cuartas

partes de los informes de laboratorio aproximadamente (Ferndndez, 2000).
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Patogenia y signos clinicos

Los brotes de enfermedades transmitidas por agua o alimento en EUA son
frecuentemente asociadas con las Enterobacteriacea segin el Centro de Control de
Enfermedades (CDC). Entre el 40 a 45% de cada epidemia es causada por la familia
Enterobacteriacea, principalmente por Salmonella. La carne, leche, derivados de la
leche y huevos son las vias mas comunes de transmision. Aunque muchos de los brotes
son detectados, muchos no los son o no son reportados al CDC; se estima que cada caso
reportado representa cerca de un total de 100 casos reales. Durante 1985 los brotes de
salmonelosis en Estados Unidos ocurridos en Illinois y Wisconsin, fueron de 170,000 a
200,000 personas infectadas con Salmonella typhimurium transmitida por leche de una
sola planta pasteurizadora. Los sintomas comunes de una intoxicacion por Salmonella es
gatroenteritis (diarrea, dolor abdominal y fiebre) o fiebre entérica (incluyendo fiebre

tifoidea).
Aislamiento e identificacion

Los métodos de aislamiento e identificacion de salmonelas en los alimentos ha sido
objeto de mayor cantidad de estudios que los correspondientes a cualquier otro
organismo patdgeno transmitido por alimentos. Utilizando las técnicas tradicionales, ha
aparecido un procedimiento de cinco fases (Figura No. 8) que ha sido aceptado como

norma universal.

Klebsiella

Las bacterias del género Klebsiella, son bacilos cortos no moviles Gram
negativos con capsula; son patégenos oportunistas que pueden ser causa. de severas
enfermedades como septicemia, neumonia e infecciones en las vias urinarias; posee
resistencia antimicrobiana causando serios problemas. Es comun la transmision de cepas
de Klebsiella entre pacientes, contaminacién de superficies y ambiente en los hospitales

(Jonas, 2003).
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Pseudomona

Bacilo recto o ligeramente incurvado (Figura 9), de 0.5 a 1.0 pm de ancho por
1.5 a 5.0 pm de largo, mévil mediante uno o mas flagelos polares, aerobio estricto, no
desarrolla a pH menor de 4.5, catalasa positivo. Muchas especies producen pigmentos
solubles, como la pioverdina (fluorescente) y piocianina. Algunas especies son
patégenas de plantas y también para el hombre; es comtin en el agua y en la tierra. Su
actividad en los alimentos esta relacionada frecuentemente con la descomposicion, en
especial por su caracter putrefactivo y en algunos casos lipolitico y no fermenta
carbohidratos. La especie P. aeruginosa desarrolla a 41°C, pero a diferencia de P. |

fluorenscens no lo hace ni a 0° ni a 4°C (Fernandez, 2000).

Figura 9. Morfologia microscopica de la especie Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa

Es muy comun su presencia en el medio ambiente, con facilidad se recupera de
verduras como jitomates, rabanos, apio, pepinos, cebollas y lechuga. Esto induce a
restringir o cancelar el consumo de verduras crudas por individuos especialmente

hipersensibles, con énfasis especial en hospitalizados (Joklik er al., 1988). P. aeruginosa

33



aunque no parece formar parte de la microflora endégena de personas sanas, un 15% son
portadores, la cifra es mayor en individuos con largos periodos de hospitalizacién o con
heces flojas. La forma de infeccién méas comin es de persona a persona, pero también

puede serlo de fuentes ambientales, incluidos los alimentos.

Aislamento e identificacion

Masurovsky et al(1963) describieron un medio de cultivo disefiado
especificamente para detectar y enumerar las pseudomonas en los alimentos. Este medio
contiene como nutrientes diversas sales inorgénicas: arginina y extracto de levadura,
ademas dos antibidticos: eritromicina y cloranfenicol. Sus disefiadores comprobaron que
dichos componentes inhibian por completo las bacterias gram positivas 'y que sélo
sobrevivian un bajo nimero de gram negativas. Este medio se ha popularizado mucho y
la sustitucion de sus antibioticos originales por penicilina y estreptonicina ha mejorado -
su selectividad. (Solberg et al., 1972) desarrollaron un medio que contiene como agentes
selectivos bromuro de cetil-trimetil-amonio (cetrimida) y oéxido de hidroxi-
triclorodifenilo que también es eficaz, aunque permite el crecimiento de ciertos
coliformes, lo mismo que los medios ya descritos. Grant y Holt (1977) han descrito otro
medio de cultivo que contiene diversos agentes selectivos y que permite el crecimiento
casi exclusivamente de las pseudomonas; tales agentes son un antibidtico, el acido
nalidixico (que suprime las bacterias gram negativas), nitrofurantoina y cloruro de
trifenil terazol (que inhibe a los bacilos gram negativos distintos de las pseudomonas), el
colorante fucsina basica (que suprime las bacterias gram positivas), y la ciclohexamida
(que suprime los hongos). La incubacion de todos los medios es de 2 a 3 dias a 20-30°C;
para su confirmacién se deben someter a las colonias a pruebas bioquimicas (Hayes,

1993).
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Proteus

Proteus es un bacilo (Figura 10) gram negativo que ha sido implicado en casos
de infeccion en humanos junto con especies de Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y
Serratia. Las especies de Proteus son cominmente encontrados en el tracto intestinal
como flora normal en humanos junto con Escherichia coli y Klebsiella, de las cuales E.
coli es predominante. Proteus ha sido encontrado en diferentes habitats incluyendo
asilos y hospitales; es aislado de pacientes con infecciones frecuentes en las vias

urinarias (www.emedicine.com).

Figura 10. Morfologia microscépica ilustrativa de la especie Proteus vulgaris

Enterococcus

Los enterococcus pertenecen a la familia Enterococcaceae e incluye las especies
Enterococcus faecalis y E. faecium , siendo la primera la principal implicada en brotes
ocasionales de toxiinfecciones alimentarias. Ambas especies son microorganismos
pequeiios (0.5-1 pm @), esféricos, gram positivos que se presentan comunmente en

parejas o en cadenas cortas. Las dos presentan unas pocas especies méviles v crecen en
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un rango amplio de temperaturas (10 a 45°C), aislandose tanto de las heces humanas,

como de los animales de sangre caliente (Hayes, 1993).

Enterococcus faecalis

Los enterococos en su conjunto son células esféricas u ovoides, de 0.6 a 2.0x0.6
a 2.5 mm dispuestos en pares o cadenas cortas (Figura 11); algunas cepas son moviles y
carecen de capsula, catalasa negativos y anaerobios facultativos. Han sido descritos
como organismos altamente resistentes capaces de sobrevivir en muchos medios en los
que otras bacterias moririan. Habitan normalmente en el contenido intestinal del hombre
y animales de sangre fria o caliente, pero se encuentran también en el suelo, la
vegetacion y superficie del agua; debido probablemente a la contaminacion por

excremento de animales (Fernandez, 2000).

Estos microorganismos son capaces de desarrollarse en rangos de temperatura de
10 a 45 °C, a pH 9.6 y en presencia de bilis al 40%, o de NaCl al 6.5%, en ambientes.
hipoténicos, hipertonicos, 4cidos o alcalinos, con reduccion de oxigeno o condiciones
oxigenadas. Son también importantes por su caracter termoditirico (60°C/30 min.), lo
que les distingue de otros cocos gram positivos ademas de una gran resistencia a

antibioticos (Lyon er al., 1995).

Figura 11. Morfologia microscopica ilustrativa de I especie Enterococcus faecalis

36



Asociacion con alimentos

Los enterococos se emplean a veces como indicadores de contaminacion fecal en
el andlisis de agua; una de las ventajas sobre E. coli es que mueren mas. lentamente y
uno de los inconvenientes es que se encuentran con mas frecuencia en ambientes no
fecales, y por lo tanto, su aislamiento no indica claramente contaminacién fecal. La
presencia de los enterococos en los alimentos no guarda relaciéon confiable con su
exposicion a la materia fecal humana o animal, sin embargo, puede plantearse como un
indicador de practicas no sanitarias en el manejo de los alimentos, especialmente en los

productos congelados (Hayes, 1993).

La mayoria de los brotes causados por esta bacteria fueron reportados antes de
1950, cuando no se tenia el amplio conocimiento de los microorganismos actualmente
identificados como agentes etiologicos de ETAs (Enfermedades Transmitidas por
Alimentos). No se sabe de factores de virulencia que pudieran explicar o al menos
asociarse con las infecciones intestinales reportadas. Los resultados con voluntarios
humanos suelen ser no concluyentes, ain con dosis de 10" células. Es posible que el

enterococo adquiera papel patdgeno sélo en condiciones especiales (Fernandez, 2000).

Aislamiento e identificacion

El recuento de los enterococos puede realizarse por la técnica de vaciado en placa
utilizando el medio de agar Streptococcus KF; que ademas de los nutrientes corrientes,
contiene también cloruro de tetrazol, ingrediente que da a las colonias el color rojo o
rosado a 37°C/48 horas. También se puede utilizar la técnica NMP en caldo de glucosa
azida, incubando a 45°C. Los tubos en los que se aprecia produccion de acido se

consideran positivos (Hayes, 1993).
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Staphylococcus aureus

En la actualidad se conocen 27 especies y 7 subespecies del género
Staphylococcus, 1a produccion de enterotoxinas est relacionada principalmente con la
especie S. aureus, aunque también ha sido referida en otras especies entre las que se

incluyen Staphylococcus intermedius y S. hyicus (Adams et al., 1997).

Caracteristicas

S. aureus es una bacteria esférica, pequefia (0.5 a 1.0 pm @), gram positiva,
inmdvil que forma agrupaciones irregulares de células, las que se asemejan a los racimos
de uvas (Figura 12). Son anaerobias facultativas, pero crecen mejor en presencia de aire,
siendo su temperatura optima de crecimiento 37°C, pero desarrollandose hasta los 10°C
o ligeramente menos. S. aureus presenta la caracteristica poco frecuente de tolerar tasas
bajas de actividad de agua (0.86 minimo) y por lo tanto, crece a niveles de sal
relativamente altos. Todas las especies de S. aureus son coagulasa positivas (es decir,
poseen un enzima que coagula el plasma sanguineo), pero sélo el 50%
aproximadamente, producen enterotoxinas asociadas a la toxiinfeccion alimentaria. Se
han identificado seis tipos de enterotoxinas, A, B, C;, C,, D y E; siendo las A y D las
mdas cominmente implicadas en toxiinfecciones alimentarias. Se ha demostrado (Payne
y Wood, 1974) que dos tercios de las especies productoras de enterotoxinas forman una
sola toxina, generalmente la del tipo A y la mayoria de los restantes sélo forman dos;
ninguna produce mas de tres. Las enterotoxinas son exotoxinas, llamadas asi por que se
originan en el interior de la célula intacta desde donde se liberan al alimento o medio de
cultivo. Las enterotoxinas de S. agureus tienen la particularidad, poco frecuente de ser
muy termorresistentes. La mayoria resisten la ebullicion en el alimento hasta 30

minutos, siendo la toxina B la mas termorresistente (Bergdoll, 1970).
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La fuente mas importante de S. aureus la constituye probablemente el organismo
humano, donde el principal reservorio es la nariz. Entre el 30 y 40% de las personas
sanas albergan inevitablemente la bacteria en sus manos y otras partes del cuerpo.
Muchas lesiones, como granos, cortes y excoriaciones infectadas poseen S. aureus,
mientras que otra fuente abundante de esta bacteria es el pelo. En donde la tasa de

portadores es tan alta como la de los nasales (Bryan, 1976).

Figura 12. Morfologia microscdpica de ilustrativa del género Staphylococcus aureus.

Patogenia y signos clinicos

La intoxicacion alimentaria por S. aureus se caracteriza por un periodo de
incubacion corto, tipicamente de 2-4 horas. Los sintomas predominantes son ndusea,
vomito, espasmos de estomago, auque con frecuencia también se presenta diarrea;
también puede ocurrir s6lo uno de estos sintomas. El periodo de incubacion y la
sintomatologia, dependen de la cantidad actual de toxina ingerida y de la susceptibilidad
del individuo. La recuperacion generalmente se alcanza en 24 h, pero en personas
debilitadas, niflos o ancianos, se pueden requerir vanos dias. Por regla general no se

observan secuelas (Fernandez, 2000).
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Asociacion en alimentos

La causa principal de esta toxiinfeccion alimentaria son los alimentos cocinados
manipulados por portadores de S. aureus, especialmente por los que presentan lesiones
infecciosas, y que después se han almacenado mucho tiempo estando todavia calientes.
Las carnes curadas cocidas, especialmente jamon, con las que se preparan bocadillos y
otros tipos de menu para consumir en frio son las mas frecuentemente implicadas. Lo
mismo que otras carnes frias, incluidas a las de aves. Otros alimentos implicados con
menor frecuencia en brotes de esta naturaleza son los ovoproductos, como natillas,
productos de pasteleria rellenos de crema, artificial, pasteles de crema etc. En el Reino
Unido, son raros los brotes de intoxicacion estafilocécica por leche cruda o pasteurizada,
pero la leche y los productos lacteos crudos, como crema y queso, han causado brotes en
muchos otros paises. Estos casos S. aureus suelen proceder de vacas enfermas de
mastitis, sin embargo, esta via de contaminacion es una excepcion a la regla. Una fuente
de contaminacion estafilocécica todavia mas rara son los alimentos enlatados (Hayes,

1993).

Aislamiento e identificacién

El medio selectivo para siembras en placa mas apropiado y el que mas se utiliza
para S. aureus es el agar Baird Parker (B P). Este medio es altamente selectivo y tiene la
capacidad para regenerar las celulas estresadas. Las colonias son de color negro brillante
rodeadas de una zona clara y se confirman con las pruebas de la produccién de

coagulasa y termonucleasa (Adams y Moss, 1997).
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GENERALIDADES DE HONGOS PRODUCTORES DE TOXINAS

A nivel mundial, después de los insectos, los hongos son los principales
causantes de la reduccion en la calidad de los cereales almacenados. En paises
desarrollados, donde los insectos y roedores son controlados eficientemente, los hongos
causan la mayoria de las pérdidas durante el almacenamiento. El uso de acido
propiénico como inhibidor de hongos en el almacén comenzé en Europa en 1970.
Posteriormente se usé en Canada y en Estados Unidos. La dosis depende del contenido
de humedad del grano. El grano tratado con este 4cido, no puede comercializarse en
Estados Unidos, y solamente debe usarse como alimento para animales y aves de corral;
este acido destruye la vialidad de los granos y deja un olor caracteristico en los mismos

(Gonzalez, 1995).

La infestacion por insectos generalmente afecta la calidad del grano y puede
causar considerables pérdidas; sin embargo, la contaminacién por hongos puede, ademas
de generar pérdidas econdmicas, repercutir en la salud humana, por su capacidad de
producir toxinas (Lillehoj, 1983). Los géneros de hongos que més frecuentemente
contaminan al maiz en forma natural son: Fusarium, Alternaria, Helminthosporium,
Penicillium y las especies mas importantes de los géneros mencionados son : Fusarium
moniliforme, A. flavus y A. parasiticus, debido principalmente a su capacidad potencial

de producir fumonisinas y aflatoxinas, respectivamente (Domsch et al., 1980).
Aspergillus

El género Aspergillus (Figuras 13 y 14) puede aislarse de todo el mundo,
especialmente en los meses de invierno y de otofio, en el hemisferio norte. Los mohos
también reciben el nombre de hongos filamentosos o miceliales. Sélo algunos de estos
hongos tienen capacidad para causar enfermedad en seres humanos y animales, aunque
la mayoria de las personas son inmunes y no desarrollan la enfermedad que originan los
Aspergillus. No obstante, cuando la infeccién se desarrolla puede tomar formas distintas;

causa diferentes clases de enfermedades, las cuales varian desde cuadros de tipo alérgico
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a infecciones generalizadas que ponen en peligro la vida del paciente. La enfermedad
causada por Aspergillus recibe el nombre de aspergilosis. La gravedad de la aspergilosis
depende de varios factores, aunque uno de los mas determinantes €s el estado del

sistema inmune de la persona. (http://www.moldbacteria.com/).

Figura 14. Cadenas de conidias de Aspergillus parasiticus. Las que se encuentran en la

base de las cadenas (flechas) son mas jovenes y apenas se estan desarrollando (3,000 X).
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Las aflatoxinas son las sustancias mas cancerigenas en la naturaleza (IARC,
1982), y existe una correlacion positiva entre casos de cancer en humanos e ingestion de
alimentos contaminados con aflatoxinas. Los estudios de incidencia de la contaminacion
del maiz por 4. flavus y por aflatoxinas han ilustrado que puede ser variable en las
diferentes regiones del pais. En Tamaulipas durante 1985 a 1988, 4. flavus presento sélo
el 2% de la poblacion fungica y los niveles de contaminacion de aflatoxina fueron bajos.
Sin embargo, en 1989 la situacion fue diferente y los niveles de contaminacién en campo

y almacén por aflatoxina fueron altos.

Por el contrario, en Guanajuato, otro estado importante en la produccién de maiz,
en 1982, 1987, 1999 y 2000, 4. flavus representd el 0.5% de la poblacién fungica y los
niveles de contaminacién con aflatoxina fueron bajos, tanto en campo como en almacén
(Guzman, 1997 y 2001). Estudios realizados sobre la sintesis de aflatoxinas durante el
cultivo del maiz indican que la humedad relativa media (50.7%) y lluvias irregulares no
son usualmente favorables para la sintesis de aflatoxinas en el Estado de Guanajuato

(Bucio et al., 2001).
Micoetoxinas en los alimentos

Uno de los efectos més importantes de las pudriciones de postcosecha de frutos,
hortalizas y especialmente de semillas, ademas del deterioro de los alimentos por hongos
es la induccién de micotoxicosis, es decir, enfermedades de animales y del hombre
ocasionadas por el consumo de forrajes y alimentos invadidos por hongos que producen
micotoxinas (Figura 15). Estos compuestos son sustancias quimicas, producidas por
hongos, pueden causar enfermedad incluso la muerte de humanos y animales si
consumen alimentos que las contienen. La enfermedad incluye cénceres, hemorragias,
tumores, abortos, defectos de nacimiento, problemas digestivos y diarreas; por lo que
representan una amenaza constante para la salud, no soélo cuando existen en
concentraciones relativamente altas y ocasionan sintomas de enfermedades agudas; sino

quiza ain mas, debido a los efectos cronicos que ejercen en la salud y la productividad.
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La mayoria de las micotoxicosis se ocasionan por hongos comunes y de amplia
distribuciéon como Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Stachybotrys. Los hongos
Aspergillus y Penicillium producen sus toxinas principalmente en semillas almacenadas
(Figuras 16 y 17), heno o alimentos y forrajes procesados con fines comerciales, aunque

la infeccidn de las semillas a menudo se efectta en el campo (Agrios, 2001).

Figura 15. Modo de intoxicacién por micotoxinas en humanos y animales
Toxinas producidas por el género Aspergillus

Las aflatoxinas fueron descubiertas en 1961 en Inglaterra, aunque se sabe que 15
especies de Aspergillus y varias de Penicillium las producen estas toxinas. Su nombre se
debe a que originalmente se supo que eran producidas por 4. flavus, pero en la
actualidad A. flavus y A. parasiticus han sido confirmados como productores de

aflatoxinas.

Las micotoxinas permanecen en los alimentos aun después de que el hongo
muere, y son relativamente estables bajo las condiciones usuales de cocimiento y
procesamiento de los alimentos. Este tipo de toxinas originan problemas en el mercadeo
de los granos, en el proceso y en su consumo; muchos paises incluyendo a México y

Estados Unidos, han establecido tolerancias para las aflatoxinas en los alimentos (maiz y
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sorgo). Su presencia en alimentos ingeridos por los animales, es muy dafiino no
solamente al animal, sino también porque sus residuos pueden aparecer en la came, en

los huevos y pueden ser excretados en la leche (Gonzalez, 1995).

Figura 17. Semillas de cacahuate contaminadas por Aspergillus flavus.
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El problema de las toxinas se conoce desde hace cientos de afios, sin embargo,
hasta apenas unas décadas, este problema tom¢ la importancia que merece cuando en el
afio de 1960 se reconocieron los potentes efectos de las aflatoxinas producidas por 4.
flavus. La harina de cacahuate contaminada caus6é la muerte a 100,000 pavos en
Inglaterra; desde entonces, este tipo de toxinas ha recibido una gran atencién por su

probada peligrosidad; por lo tanto, la presencia de micotoxinas en alimentos actualmente

se regula en muchos paises del mundo(www.aflatoxin.info/food_safeti.asp).

Las aflatoxinas se dividen en varias clases, de las cuales las mas importantes son:
B;, By, G, y G, (Figura 16), esta designacién alfanumérica se deriva del color de la
fluorescencia azul [blue (B)] o verde, [green (G)], que se observa bajo luz ultravioleta
convencional a 350 nm (Hayes, 1993). Las mas . comunes en los cereales son las B, y B;
resultantes de la contaminacion por A. flavus. Los metabolitos G, y G; son algunas veces

encontrados en maiz contaminado con 4. parasiticus.

La presencia de estos hongos no necesariamente indica que el grano estd
contaminado con las toxinas, por ejemplo A. flavus no produce aflatoxinas cuando crece
y compite con otros microorganismos o cuando las condiciones ambientales no son
Optimas. El maiz es el cereal mas susceptible a ser contaminado con aflatoxinas, esto se
debe a que el grano estd protegido por las hojas de la mazorca, creando un

microambiente ideal para el desarrollo del hongo.

La incidencia de aflatoxinas también se vincula con el desarrollo de insectos,
como el gusano elotero (Heliothis zea) que perfora las hojas que resguardan al elote para
alimentarse de los granos en desarrollo, por lo que su presencia en el maiz ha creado
muchos dolores de cabeza en la industria almacenadora. Teéricamente las aflatoxinas
estan presentes en cualquier materia organica sujeta a invasion por hongos. En la
practica estdn mas asociadas a algunos granos y semillas como: cacahuate, nuez,

pistaches y algodon (Serna, 1996).
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Figura 18. Estructura quimica de las aflatoxinas B;, Bz, G; y Goa.

Efecto de las aflatoxinas en la salud humana y animal

De los metabolitos producidos por A. flavus, el B-1 es €l mas abundante, es
carcindgeno y mutagénico, para el hombre y animales; 0.4 ppb pueden causar tumores
en el higado de truchas. Las aflatoxinas estdn presentes en cantidades bioldgicamente
significativa en la dieta humana de las regiones tropicales de Africa sureste de Asia e
India, en comparacion con los paises del norte de Europa, Estados Unidos y Canada

(Gonzaélez, 1995).

Un problema adicional causado por las micotoxinas, es la reduccion de la
productividad en animales que han consumido grano contaminado, esto causa pérdidas
econdmicas considerables, que pueden permanecer ignoradas. A menudo los animales
son alimentados con granos que han sido separados de la cosecha debido a que su uso no
es apropiado para consumo humano, si este grano es mezclado con grano sano en las
debidas proporciones, su efecto en los animales serd minimo, sin embargo, si se
consume sin mezclarlo, la concentracion de micotoxina sera alta causando enfermedad y

hasta la muerte de los animales (www.fao.org/impho/hilibraryhtm).
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La aflatoxicosis en humanos ha sido reportada en muchos paises de Africa y Asia
como la India, China, Tailandia, donde las condiciones ambientales favorecen la
contaminacién por aflatoxinas, y la amenaza a la salud humana por aflatoxinas es muy
alta. Estudios realizados (1994-2001) revelaron la incidencia de cancer en lugares como

China y el norte de Africa por la exposicién a aflatoxinas
Asociacion de las aflatoxinas con los alimentos

La presencia de micotoxinas en los productos alimenticios, depende de cepas
especificas de hongos y éstas cepas de hongos estin sujetas a la influencia de factores
ambientales como la humedad y la temperatura. Por lo tanto, la contaminacién
micotoxica de los productos alimenticios puede variar segun las condiciones
geogréficas, climaticas, métodos de produccidn, tipos de almacenamiento y también
| segun el tipo de alimento. Algunos productos alimenticios son sustratos mas aptos que

otros para el crecimiento de los hongos y produccion de toxinas (Gonzilez, 1995).

Los hongos que producen micotoxinas se encuentran en todas partes, aunque no
haya presencia visible de hongos, ni cambios de aspecto, olor o sabor en el producto,
estos pueden estar contaminados. No todos los hongos producen estas substancias, ni

todos los granos contaminados con hongos son téxicos.

Las micotoxinas afectan mas a los nifios que a los adultos, ya que sus cuerpos
estdn creciendo rapidamente y las toxinas dafiaran sus células de crecimiento. Los
efectos pueden presentarse a largo plazo causdndoles problemas serios cuando sean

adultos (http://www.abe.iastate.edu/AE469_569/ComMolds/Aspergillus_Flavus.htm).

Los alimentos contaminados con aflatoxinas incluyen cereales (maiz, sorgo,
mijo, arroz, trigo, etc.); semillas (cacahuate, frijol soya, algodon, etc.), especias (chile,
pimienta negra, cilantro, etc.), almendras, pistachos, nuez y leche son la mejor via
mediante la cual el hombre asi como los animales son expuestos a las aflatoxinas, sin
embargo, también han sido reportadas exposicién ocupacional a aflatoxinas de

agricultores y ganaderos (Sorenson et al., 1984).

48



Patogenia y signos clinicos

Diversos estudios nos muestran que la exposicion a grandes dosis de aflatoxinas
(>6000mg) pueden causar una toxicidad aguda (carcindgeno) con efectos letales, asi
como exposicion a dosis mas pequefias pero por periodos de tiempo prolongados. La
toxicidad es aguda cuando son ingeridas grandes dosis de aflatoxinas, el principal
organo receptor de las aflatoxinas es el higado. Algunos signos de aflatoxicosis son
hinchazén de las extremidades, dolor abdominal y vomito. El caso mas severo fue
reportado en el norte de la India en 1974, donde el 25% de la poblacién expuesta murid
después de ingerir maiz ahongado con niveles de aflatoxinas de 6,250 a 15,600 mg/kg

(Groopman et al., 1996).
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HIPOTESIS

La hipotesis planteada fue que las formulaciones o mezclas de los bioproductos
quitosan y resina de L.tridentata, solos y combinados tienen un efecto inhibidor en el
crecimiento de las bacterias Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus 'y
Enterococcus faecalis; asi como de los hongos Aspergillus flavus, A. parasiticus y A.
niger; microorganismos todos de importancia por los efectos negativos que ocasionan en

la salud humana. Con base a esta hipoétesis se plantearon los siguiente objetivos.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la efectividad in vitro de dos bioproductos, uno de origen vegetal
(extracto de resina de L. tridentata) y otro de origen animal (quitosan), asi como las
mezclas de ambos compuestos, contra siete cepas de bacterias, que incluyen cinco gram
negativas y dos gram positivas; asi como de tres especies de hongos fitopatégenos, los

cuales también son de importancia para la agricultura y la salud humana.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar en condiciones in vitro el efecto bactericida contra E. coli, S.
typhimurium, P. aeruginosa, K. oxytoca P. vulgaris, S. aureus y E. faecalis, asi
como la accién antifungica contra A. flavus, A. parasiticus y A. niger, de los
extractos hidrosolubles de gobernadora obtenidos mediante tres solventes: etanol,

metanol e hidroxido de sodio.

2. Comparar el efecto bactericida y fungicida de tres concentraciones (20, 30 y
40%) de solidos totales o ingrediente activo, de los tres extractos de gobernadora
antes mencionados, asi como el efecto antibacterial y antifiungico de soluciones

del biopolimero quitosan.
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3. Determinar in vitro el posible efecto sinérgico de las formulaciones o mezclas de

quitosan y L. tridentata, en la inhibicion de los microorganismos sefialados.

4. Generar informacién preliminar sobre la termoestabilidad de los extractos de L.
tridentata y de la actividad antimicrobial de los dos bioproductos, con la
finalidad de que los datos obtenidos en este trabajo sirvan de base para realizar
trabajos posteriores de extraccién bajo cbndiciones de planta piloto y para
efectuar estudios agronémicos in vivo € in planta utilizando estos productos

organicos.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigacién en Quimica Aplicada (CIQA) del sistema CONACYT, ubicado en Saltillo,

Coahuila.

Colecta de follaje y cribado de las hojas secas de L. tridentata

Las muestras de hojas y ramas pequefias de gobernadora fueron colectadas de
poblaciones naturales de este arbusto en las cercanias rurales de Saltillo. Las muestras se
colectaron tratando de obtener sdlo ramas y hojas jovenes del tercio superior de las
ramas de los arbustos. El material colectado se secd al aire libre en un area de trabajo y
después se guardé en bolsas de papel para ser llevadas a una estufa con recirculacién de
aire en donde se mantuvieron a temperatura constante de 65°C por un periodo de 5 dias.
'El material seco se desfoli6 y tamiz6 con una malla metalica del No. 20 con lo que se
obtuvo el material vegetativo listo para ser utilizado en el proceso de extraccion de la

resina con los diferentes solventes.
Preparacion de los extractos de resina

Para la determinacién de la concentracion de la resina o principios bioactivos
presentes en el material vegetativo de gobernadora, se utilizaron los solventes organicos
metanol y etanol en grado analitico, para lo cual se utilizd un equipo de extraccién
Soxhlet (ASTM, 1993). El material cribado se colocé en contenedores de celulosa
poniendo 10 g de las hojas secas y 250 ml de solvente, la extracciéon se realizo

independientemente y por triplicado.

La cuantificacion de la resina extraida se hizo mediante la siguiente ecuacion:
Me = (W;-W,/W;) x 100
Donde Me = Material extraido (%)
W, = Peso de la muestra antes de la extraccion (g)

W, = Peso de la muestra después de la extraccion (g)

“
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Determinacion de Ia concentracion de NDGA presente en la resina de gobernadora

Debido a que es muy importante determinar la composiciéon de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos vegetales, asi como cuantificar el compuesto en
mayor concentracion presente en la resina de la gobernadora se decidié realizar un
analisis cuantitativo del acido nordihidroguaiaretico (NDGA), el cual es considerado por
algunos investigadores como el principal ingrediente activo en los extractos de este

arbusto.

Con base a lo antes sefialado se realizaron anélisis mediante la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), equipado
con un detector ultravioleta; esta técnica es sencilla y rapida, la cual permite hacer
determinaciones de una gran cantidad de biocompuestos a partir de los extractos crudos

de plantas (Noguera-Orti et al., 2000).

Por lo tanto, para determinar la concentracion de NDGA, se realizé un HPLC
utilizando la técnica de fase inversa, empleando empaques de silica recubierta con
octadecano (columna C,g) utilizando como fase mévil isocratica una mezcla de solventes
metanol:agua en porcentajes de 70:30 v/v, con medio ligeramente acido promovido por

la adicion de unas gotas de acido acético al eluente en uso.

Los estandares del ingrediente activo NDGA utilizados oscilan en
concentraciones de 100, 200, 300, 500 y 1,000 ppm, empleando metanol (grado HPLC)
como solvente de aforacidn; la curva de calibracién se obtuvo de forma lineal (r >
0.9998) con limites de deteccién altos. Las muestras fueron preparadas por separado
disolviendo 100 mg de resina de gobernadora obtenida con cada uno de los solventes,

aforando a 100 ml con metanol.
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Posteriormente, para contar con extracto suficiente para los bioensayos, €l
material vegetativo se sumergié durante 12 h en contenedores de 20 L por separado en
cada solvente, el licor restante se separ6 del material vegetativo con una manta, luego se
filtr6 al vacio a través de papel filtro Whatam No. 1 en un embudo de ceramica de 40 cm
de diametro (Lira et al., 2003). Utilizando el reactor Brington modelo X 1000 y un
evaporador rotativo marca Biichni, modelo R-215, se evapord el total del solvente
remanente. El proceso de hidrosolubilizacion de los extractos se realizé empleando una
solucién acuosa de hidroxido de sodio al 3%, de acuerdo al procedimiento ‘desarrollado

y patentado por el CIQA (Villarreal et al., 1998).

Microorganismos estudiados

Se utilizaron siete cepas de bacterias édquiridas principalmente del American
Type Culture Collection (ATCC), de las cuales cuatro fueron gram negativas: E. coli
(ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. typhimurium (ATCC 1334), P.
vulgaris (ATCC 49132) y K. oxytoca (ATCC 49131); dos gram positivas S. aureus
(ATCC 29213) y E. faecalis (ATCC 29212); asi como tres hongos: 4. parasiticus
(ATCC 15517), A. niger (ATCC 6275) y A. flavus, éste ultimo cual fue proporcionado

por el Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Tratamientos preparados con extractos de L. tridentata o gobernadora

Para la preparacion de las concentraciones de los extractos de gobemadora se
pesaron en una balanza analitica los gramos de cada concentracién de los extractos
hidrosolubles de L. tridentata (L). Lo anterior tomando en cuenta que 1 mg equivale a |
ppm diluido en 1,000 ml de agua. En el Cuadro 2 se muestran los tratamientos evaluados
de los diferentes extractos de L. tridentata (metandlico, etandlico y sédico), ademas, se
incluyeron un testigo absoluto (PDA) y un testigo quimico (clorothalonil a 2,000 ppm).
Cada uno de los tratamientos asi como los testigos mencionados se aplicaron con cinco

repeticiones en los bioensayos realizados.
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Preparacion de los tratamientos de quitosan (Q)

Se utilizé quitosan comercial de la marca Sigma Aldrich; pesando la cantidad
suficiente para preparar las diferentes concentraciones en partes por millén (Cuadro 3).
Se disolvié en 100 ml de agua destilada, con 2 ml de acido acético glacial y se calentd
durante 24 horas con agitacién constante. La solucion fue ajustada a un pH de 5.5 con

soluciones normales de NaOH, finalmente se le agregd 0.1 mi de Tween 80 (Bautista et

al., 2003).

Cuadro 2. Dosis de extractos de Larrea tridentata a tres concentraciones de ingrediente

activo* aplicadas en tres bioensayos contra 4. flavus, A. parasiticus y 4. niger

Extractos Dosis
empleado  (ppm)
31.25

Etandlico 62.5

125
Metanolico 250

500
Séodico 1000

2000
4000

*Las concentraciones de ingrediente activo fueron: 20, 30 y 40%.
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Cuadro 3. Concentraciones de soluciones de quitosan aplicadas en el bioensayo nimero

cuatro contra A. flavus, A. parasiticus y A. niger

Dosis (ppm)

31.25
62.5
125
250
500
1,000
2,000
4,000
8,000
16,000
32,000

Con base a ensayos preliminares sobre la bioactividad de los diversos extractos
utilizados y de la concentracién del ingrediente activo (IA) de los mismos, se detectd
que el extracto etandlico al 30% de IA fue el que inhibié con mayor contundencia los
microorganismos seleccionados, debido a esta razén, dicho extracto y a esa

concentracion, fue el que se utilizé en los bioensayos posteriores.

Tratamientos con mezclas de quitosan/Larrea

En una solucién conocida de quitosan previamente preparada se adicionaron los
gramos de L. tridentata correspondientes a cada concentracion, la mezcla asi preparada
se mantenia en agitacion constante para lograr una solucion homogénea, la cual

posteriormente se empleaba en los bioensayos contra los hongos fitopatogenos
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Cuadro 4. Concentraciones de las mezclas quitosan/Larrea aplicadas contra los hongos

A. flavus, A. parasiticus y A. niger

Mezclas Dosis (ppm)
500/500

Quitosan 500/1000
+ 500/2000
Extracto 1000/500
etanodlico 1000/1000
al 30% 1000/2000
1A 2000/500
2000/1000
2000/2000

Tratamientos aplicados contra las bacterias

Cuadro 5. Concentraciones del extracto de L. tridentata aplicadas contra E. coli,

S. typhimurium, P. aeruginosa. P. vulgaris, K. oxytoca, S. aureus y E. faecalis

Dosis (ppm)

62.5
125
250
500

31.25

1,000
2,000
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Cuadro 6. Concentraciones de quitosan aplicadas en el bioensayo niimero siete contra

E. coli, S. yyphimurium, P, aeruginosa. P. vulgaris, K. oxytoca, S. aureus, E. Jaecalis

Dosis (ppm)
500
1,000
2,000
4,000
8,000
16,000
32,000

Cuadro 7. Concentraciones de los bioproductos quitosan/Larrea aplicadas in vitro en el
bioensayo ocho contra siete cepas bacterianas (E. coli, S. typhimurium, P, aeruginosa.

P. vulgaris, K. oxytoca, S. aureus, E. Jaecalis)

*Dosis (ppm)
500/500
500/1000
500/2000
1000/500
1000/1000
1000/2000
2000/500
2000/1000
2000/2000

*Se utilizé el extracto etandlico de L. tridentata al 30% (IA) mezclado con quitosan.
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Preparacion de los medios de cultivo para bacterias y hongos

Para los experimentos in vitro con bacterias se utilizaron los medios Caldo
Infusién Cerebro Corazén (BHI), Agar Mueller Hinton (MHA); y para los hongos se
utiliz6 Agar Papa Dextrosa (PDA) todos de la marca DIFCO. La preparacion fue basada
en las recomendaciones del fabricante, por lo tanto, se pesd la cantidad de medio
suficiente para cada uno de los bioensayos, se disolvid en agua destilada y se calent6 a
punto de ebullicidén durante 1 minuto para su disoluciéon completa, se ajustd el pH optimo
para cada uno de los microorganismos y se midieron los voliimenes requeridos para cada
tratamiento (MHA y PDA) en recipientes previamente identificados que contenian cada
una de las concentraciones de los productos a evaluar; tomando en cuenta que la
proporcion de medio de cultivo fue de 20 ml/caja petri y se esterilizé en autoclave a
121°C durante 15 minutos. El medio envenenado se vacid bajo condiciones asépticas en

cajas petri estériles y se dejo solidificar. Posteriormente se procedi6 a la siembra.
Siembra de los hongos

Para determinar el efecto antifingico de los tratamientos de quitosan, L.
tridentata y las mezclas de ambos productos, la evaluacién se realizé de acuerdo al
meétodo del medio envenenado, agregando la concentracién de cada tratamiento al medio
de cultivo (2/10 p/v) y vaciandolo posteriormente a las cajas Petri. Una vez solidificado
el medio de cultivo, se tomdé un explante (5 mm @) del cultivo puro en PDA de
Aspergillus con la ayuda de un sacabocados. Dicho explante se deposité al centro de la
caja Petri con ¢l medio envenenado y las placas control que contienen tinicamente PDA
(Bautista et al., 2003), luego se sellaron para evitar contaminacion y se incubaron a 25°C
hasta que el crecimiento micelial llené la caja del testigo absoluto (7 dias). Se midi6 el
crecimiento radial micelial en mm con la ayuda de un vernier para determinar el efecto

antifungico. Este mismo procedimiento se sigui6 para cada uno de los bioensayos.
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Para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial radial de
Aspergillus de las cajas Petri en cada tratamiento aplicado, asi como en los testigos se

utilizé una ecuacidn la siguiente ecuacién matematica.

PI=100 - [(Cr * 100) / Rp]
Donde:
PI = Inhibicién del crecimiento del hongo (%)
Cr = Crecimiento micelial radial del hongo (mm)

Rp = Radio de la caja petri (mm)

Siembra de las bacterias

Se tom6 un cultivo de cada una de las cepas de bacterias conservadas en cajas
con MHA con un asa bacterioldgica y se sembraron en tubos que contenian BHI, se
incubaron a 37°C durante 18 a 24 h; se colocaron 10 pl de este cultivo en cajas con el
medio envenenado dividida en 5 secciones y se extendid el indculo mediante la técnica

de estriado y se incubaron a 37°C por 24 h. Este procedimiento se siguié para cada una

de las siete cepas que se evaluaron y con cada tratamiento. Cada uno de los bioensayos

se realizé por duplicado.

Para determinar el efecto bactericida, se inocularon tubos con 5 ml de caldo BHI
con cada una de las placas con un asa bacteriolégica. Los tubos fueron incubados a 37°C
durante 18 a 24 h, el crecimiento bacterial se indico por la presencia de una pastilla

blanca en el fondo del tubo.

Analisis estadistico de los resultados

Se empled un disefio estadistico completamente al azar utilizando el paquete
estadistico computarizado versién 2.5 de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, con
el cual se realiz6 una comparacion de medias para determinar la diferencia minima

significativa (DMS) entre tratamientos con un nivel de significancia del 1% (0.01).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion con el anélisis realizado mediante la técnica HPLC para determinar
la concentracion de acido nordihidroguaiaretico del ingrediente activo (NDGA) presente
en la resina de gobernadora con cuatro solventes organicos (cloroformo, etanol, metanol
y hexano) de diferente polaridad quimica, en el Cuadro 8 se muestran los resultados
obtenidos de la concentracion de NDGA en la resina pura de gobermnadora. En este
cuadro claramente se observa que la mayor cantidad de este acido organico se obtuvo
con cloroformo (23.58%), seguido por metanol, etanol y hexano, con los cuales se

extrajeron 17.5, 8.3 y 4.6% de NDGA, respectivamente.

Cuadro 8. Determinacion de la concentracion de acido nordihidroguaiaretico (NDGA),
extraido con diferentes solventes 'orga'micos de la resina de L. tridentata mediante la

técnica de HPLC.

Solvente Concentracion de
Utilizado NDGA (%)
Cloroformo 23.58
Metanol 17.5
Etanol 83
Hexano 4.6

La posible explicacion por la cual se extrajo una mayor o menor cantidad de este
metabolito secundario con los cuatro solventes empleados, se debe quiza a la diferente
polaridad quimica, la cual es intrinseca de cada producto. En este caso, el cloroformo
siendo un producto clorado mostré que para esta técnica analitica es mas selectivo en
cuanto a un poder extractivo de NDGA, en comparacidn con los otros tres solventes

utilizados.
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EFECTO ANTIBACTERIAL DE LOS BIOPRODUCTOS EMPLEADOS

Efectividad de los extractos de L. fridentata contra bacterias gram negativas y gram

positivas.

Siete especies de bacterias causantes de contaminaciéon por alimentos fueron
utilizadas para evaluar el efecto antibacterial del biopolimero quitosan, y los extractos de
L. tridentata obtenidos mediante dos solventes organicos (etanol y metanol), ambos con
una concentracion al 30% de ingrediente activo. El extractg etandlico mostr6é un claro
efecto inhibitorio contra E. coli a la concentracion de 125 ppm y un efecto inhibitorio
contundente contra las otras seis bacterias a la concentracidon maxima evaluada de 1,000
ppm (Cuadro 9). Por lo tanto, esta enterobacteria result6 ser la mas vulnerable al efecto
del extracto antes mencionado; estos resultados son similares a los publicados por
Verastegui et al.,(1996), sin embargo, estos autores reportan que la MIC (concentracion
minima inhibitoria) obtenida por ellos fue de 10,000 ppm del extracto de L. tridentata,
mientras que en el presente trabajo la MIC fue diez veces mas baja para inhibir a P.
vulgaris; por otro lado, los autores antes mencionados consignaron que sus extractos
acuosos de Larrea no inhibieron a E. coli y S. typhimurium, mientras que nuestros
extractos hidrosolubles de Larrea inhibieron por completo a estos dos microorganismos

a la baja concentracion de 1,000 ppm.

Por su parte, el extracto metandlico mostré su méxima efectividad inhibitoria
contra E. coli, P.vulgaris, E. faecalis a 500 ppm, mientras que la inhibicion total en K.
oxytoca, P. aeruginosa 'y S. aureus, se logré a 1,000 ppm, excepto para S. fyphimurium.
ya que para inhibir por completo esta bacteria se requirio la concentraciéon de 2,000 ppm
(Cuadro 10). Estos resultados son muy satisfactorios, ya que al comparar el efecto de los
extractos hidrosolubles de L. tridentata contra el antibiotico sintético Ampicilina, los
extractos mostraron ser eficaces a concentraciones mas bajas, que el antibidtico
sintético. En un reciente articulo Pefialver et al. (2005) reporta la actividad antibacterial
de cinco aceites esenciales de otras tantas especies de orégano contra cepas de la familia

Enterobacteriaceae. Estos autores encontraron que la MIC contra £ coli v S
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typhimurium fue de + 2% (v/v). Los resultados de este trabajo confirmaron la actividad
de algunos aceites esenciales en el tratamiento preventivo de enfermedades de aves y

cerdos causadas por Salmonella.

Cuadro 9. Efecto de diferentes concentraciones (ppm) del extracto etandlico al 30% de

IA en el crecimiento in vitro de siete cepas bacterianas.

Bacterias 31.25  62.5 125 250 500 1000 TA TQ

E. coli 5* 5 SC SC SC SC 5 SC
P. vulgaris 5 5 5 5 SC SC 5 5
K oxytoca 5 5 5 5 2 SC 5 SC
P. aeruginosa 5 5 5 5 5 SC 5 5
E. faecalis 5 5 SC SC SC SC 5 SC
S. aureus 5 5 5 5 5 SC 5 SC
S. typhimurium 5 5 5 5 5 SC 5 SC

*Los nimeros dentro del cuadro indican crecimiento bacterial en igual numero de
repeticiones; SC: Sin crecimiento; TA: Testigo absoluto (medio de cultivo AMH); TQ:
Testigo quimico (Ampicilina).

@) ®)

Figura 19. Cajas petri en las que se detectd la inhibicion total in vitro de (A) E. faecalis

y (B) de E. coli a 125 ppm con el extracto etanolico al 30% de IA.
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Cuadro 10. Efecto de diferentes concentraciones (ppm) del extracto metanélico al 30%

de IA en el crecimiento in vitro de siete cepas bacterianas.

Bacterias 31.25 625 125 250 500 1,000 2,000 TA TQ

E. coli 5* 5 5 5 SC SC SC 5 SC
P. vulgaris 5 5 5 5 SC SC SC 5 5
K oxytoca 5 5 5 5 5 SC SC 5 SC
P. aeruginosa 5 5 5 5 5 SC  SC 5 5
E. faecalis 5 5 5 5 SC SC SC 5 SC
S. aureus 5 5 5 5 SC SC  SC 5 SC
S. typhimurium 5 5 5 5 5 5 SC 5 SC

*Los numeros dentro del cuadro indican crecimiento bacterial en igual nimero de
repeticiones; SC: sin crecimiento; TA: testigo absoluto (medio de cultivo MHA); TQ:
testigo quimico (Ampicilina).

Efecto antibacterial de las soluciones de quitosan

En cuanto al efecto obtenido de las diferentes concentraciones evaluadas de
quitosan, en la serie de bioensayos realizados, este biopolimero no mostré efecto
inhibitorio alguno contra ninguna de las cepas, atin a la maxima concentracion evaluada
que fue de 32,000 ppm (Cuadro 11). Estos resultados son una clara indicacion de que
este producto de origen animal no tiene un efecto inhibitorio bajo condiciones in vitro
contra diferentes cepas de enterobacterias causantes de graves enfermedades en
humanos y de contaminacion en alimentos. Un trabajo experimental reportado por No et
al. (2002), en el que se compard la actividad antibacterial de soluciones de quitosan con
diferentes pesos moleculares, sefiala que los oligomeros de quitosan de elevado peso
molecular si mostraron tener un marcado efecto antibacterial. mientras que los de bajo
peso molecular no mostraron dicho efecto contra E. coli, P. flourescens y S.
typhimurium. Es posible que esta sea la razon por la cual en nuestro trabajo tampoco se
detect6 un claro efecto inhibitorio de las soluciones de quitosan, ya que el biopolimero
empleado fue de bajo peso molecular (20,000 cps). De manera similar a lo reportado en
este trabajo, Wang (1992), tampoco encontré que soluciones de quitosan al 0.5%

resultaran efectivas para inhibir a S. typhimurium.
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Cuadro 11. Efecto del quitosan a diferentes concentraciones (ppm) en el crecimiento in

vitro de siete cepas bacterianas.

Bacterias 500 1,000 2,000 4,000 8,000 16,000 32,000 TA TQ
E. coli *5 5 5 5 5 5 5 5 SC
P. vulgaris 5 5 5 5 5 5 5 5 5
K. oxytoca 5 5 5 5 5 5 5 5 SC
P. aeruginosa 5 5 5 5 5 5 5 5 5
E. faecalis 5 5 5 5 5 5 5 5 SC
S. aureus 5 5 5 5 5 5 5 5 SC
S. typhimurium 5 5 5 5 5 5 5 5 SC

*Los numeros dentro del cuadro indican crecimiento bacterial en igual numero de
repeticiones; TA: testigo absoluto (medio de cultivo MHA); TQ: testigo quimico

(Ampicilina).

Figura 20. Cajas petri en las que se aprecia el crecimiento de la bacteria E. coli, lo cual

indica la falta de efectividad antibacterial del quitosan en el rango de concentraciones

desde 500 a 32,000 ppm de este biopolimero.
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Efecto antibacterial de las mezclas quitosan/Larrea

Cuando los extractos de gobernadora fueron mezclados o formulados, teniendo
como finalidad encontrar un posible efecto sinérgico entre ambos bioproductos, los
resultados generados en los diversos bioensayos de este trabajo experimental mostraron
una baja efectividad inhibitoria como compuestos con actividad antibacterial, en
comparacion con los efectos reportados por el extracto etandlico solo. al 30% de IA
(Cuadro 12). Los resultados obtenidos con estas mezclas indicaron un efecto antagonico,
ya que al incrementar la concentracion de quitosan de 500 a 2,000 ppm la efectividad

inhibitoria se redujo claramente.

Cuadro 12. Efecto de las mezclas quitosan/Larrea® en el crecimiento in vitro de siete

cepas bacterianas.

Bacterias 500/500 500/1000 500/2000 1000/500 1000/1000 1000/2000 2000/500 2000/1000 2000/2000
E. coli 5* 2 SC 5 5 SC 5 5 SC
P. vulgaris SC SC SC 5 SC SC 5 SC SC
K oxytoca 5 SC SC 5 SC SC 5 SC SC
P. aeruginosa 5 SC SC 5 SC SC 5 SC SC
E. faecalis SC SC SC SC SC SC SC SC SC
S. aureus SC SC SC SC SC SC SC SC SC

S, typhimurium SC SC  SC 5 SC SC 5 SC SC

*os numeros indican crecimiento bacterial en repeticiones; SC: sin crecimiento; TA:
testigo absoluto (Medio de cultivo MHA); *extracto etanélico al 30% de IA.

EFECTO ANTIFUNGICO DE LOS BIOPRODUCTOS EMPLEADOS
Inhibicion de A. niger por los extractos de L. tridentata

Los resultados obtenidos con el extracto etandlico a tres concentraciones de
ingrediente activo (20, 30 y 40% IA), contra A. niger se muestran en la Figura 21. La
informacion muestra que a medida que se incrementaron las dosis aplicadas a partir de

31.25 ppm, la inhibicion del hongo se increment6 paulatinamente de manera similar para
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las tres concentraciones, encontrandose que a partir de 1,000 ppm practicamente las tres
concentraciones redujeron por completo el crecimiento micelial del mismo. Estos
resultados sugieren que la concentracion de 20% de 1A es igualmente eficaz contra este
hongo, en comparacion con las otras dos concentraciones mas elevadas. Hasta lo mejor
de nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se reporta el efecto antifiingico de
los extractos de L. tridentata en A. niger; sin embargo, el trabajo realizado por Vargas-
Arispuro et al. (1997) sobre la actividad antiaflatoxigénica in vitro de diez extractos
vegetales, se destaca el efecto de L. tridentata obtenido con diclorometano, ya que

inhibié en 92 y 86% el crecimiento de 4. flavus y A. parasiticus respectivamente.

Al comparar el efecto antifingico de los tres extractos (etanolico, metandlico y
sddico) a la misma concentracion de 1A (30%), se logré observar un marcado efecto
inhibitorio diferencial entre ellos (Figura 22), ya que el extracto etandlico mostr6 la
mayor efectividad biologica, debido a que a partir de la dosis de 1,000 ppm se logré una
inhibicion total (100%), mientras que a esa misma dosis el extracto metanélico inhibio el
crecimiento micelial del hongo en 80%; en cambio, la menor efectividad fue mostrada
por el extracto sodico, ya que a la dosis de 1,000 ppm sélo inhibi6 en 20% el
crecimiento del hongo. Por lo tanto, estos resultados indican claramente que el extracto
etandlico fue superior en su actividad antifingica en comparacion con los otros dos
extractos. En un trabajo realizado por Gordillo-Meza (2004), también se encontrd que al
comparar el efecto antifingico contra el hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea de los
extractos sodico, metanolico y etandlico de L. fridentata, el extracto soédico resulté ser el

menos eficaz para inhibir el crecimiento micelial del hongo antes sefialado.
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Figura 21. Comparacion del efecto inhibitorio del extracto etanolico de L. fridentata a

tres concentraciones de ingrediente activo contra el hongo 4. niger.
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Figura 22. Comparacion del efecto inhibitorio de tres extractos (etanolico, metanolico y

sédico) de L. tridentata al 30% de ingrediente activo contra el hongo 4. niger.
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Efecto inhibitorio de los extractos de L. tridentata contra A. flavus

La inhibicion de este hongo en funcién de las dosis evaluadas del extracto
etandlico (EOH) y el efecto de las tres concentraciones de IA del mismo extracto se
ilustra graficamente en la Figura 23. Aqui se aprecia claramente que a dosis bajas la
concentracion de 20% IA produjo la menor inhibicion del hongo, sin embargo, la
efectividad de las tres concentraciones de 1A fue similar a partir de 500 ppm. Esta figura
nuestra que con ninguna de las tres concentraciones se logré inhibir por completo el
crecimiento micelial a 2,000 ppm, ya que la maxima inhibicién obtenida fue de 83%. Sin
embargo, con 4,000 ppm si se logré una inhibicion del 100%. Por otro lado, es
interesante sefialar que el hongo 4. niger resultdo ser mas susceptible que 4. flavus; ya
que el primero se inhibid por completo a partir de 1,000 ppm. Los extractos de L.
tridentata obtenidos del norte de Sonora por Vargas-Arispuro et ¢l. (1997) también
mostraron ser eficaces para inhibir el crecimiento de 4. flavus ya que con 500 ppm del
extracto de diclorometano inhibieron en 96% el crecimiento micelial de este hongo, lo
cual resultd6 ser significativamente superior que la inhibicion encontrada con los
extractos de plantas de Baccharis glutinosam, Proboscidea paraviflora, Euphorbia

eriantha 'y Chenopodium ambrosiodes.
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Figura 23. Comparacion del efecto inhibitorio del extracto etandlico de L. tridentata a

tres concentraciones de ingrediente activo contra el hongo A. flavus.
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Al hacer la comparacion entre los tres extractos (EOH, MeOH y NaOH) a la
misma concentracion de IA (30%) se observa una notable diferencia entre ellos, ya que
con el extracto NaOH se logré el menor efecto antifingico (Figura 24), debido a que con
4,000 ppm se logr6 inhibirlo en aproximadamente 40%, mientras que a esta misma dosis

los otros dos extractos lograron inhibir por completo a 4. flavus.

Efecto inhibitorio de los extractos de L. fridentata contra A. parasiticus

En relacion con el efecto fungicida del extracto EOH a tres concentraciones (20.
30 y 40%) de IA, la Figura 25 muestra un comportamiento inhibitorio similar de las tres
concentraciones; ya que desde 1,000 ppm no se observaron diferencias entre los
porcentajes de A, efecto que se mantuvo igual hasta 4,000 ppm; ya que con esta dosis si

se logro inhibir por completo el crecimiento micelial de 4 parasiticus.
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Figura 24. Comparacion del efecto inhibitorio de tres extractos (etanélico, metanolico y

sodico) de L. tridentata al 30% de ingrediente activo contra el hongo 4. flavus.
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Figura 25. Comparacion del efecto inhibitorio del extracto etanélico de L. fridentata a

tres concentraciones de ingrediente activo contra el hongo A. parasiticus.

Observando la efectividad de los tres extractos (EOH, MeOH y NaOH) a la
misma concentracion de 30% (IA) contra el hongo A. parasiticus, .se aprecia una vez
mas que el extracto sodico fue el que menor actividad antifiingica mostro, ya que a 4,000
ppm so6lo inhibio el 35.12%; mientras que los extractos metanélfco y etanolico desde la

concentracion de 2,000 ppm inhibieron por completo al hongo (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion del efecto inhibitorio de tres extractos (etandlico, metandlico y

sddico) de L. tridentata al 30% de ingrediente activo contra el hongo A. parasiticus.
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Con la finalidad de realizar una comparacion sobre el efecto inhibitorio del
extracto EOH, debido a que este producto mostré ser el mejor por su eficacia invariable,
en la Figura 27 se muestra los porcentajes de inhibicion logrados contra los tres hongos
del género Aspergillus. De manera general se aprecia un efecto antifungico similar, sin
embargo, el hongo A. niger a partir de la dosis de 250 ppm mostré ser més sensible que
los otros dos, ya que desde las 1,000 ppm su crecimiento cesé por completo, mientras
que A. flavus y A. parasiticus concluyeron totalmente su crecimiento hasta la dosis de
4,000 ppm. La informacion antes mencionada pone de manifiesto claramente el notable
efecto antifingico de los extractos hidrosolubles de la resina de gobernadora; lo cual
confirma la informacién previamente reportada por Lira-Saldivar (2003), ya que este
autor sefiala que alrededor de otros 12 hongos fitopatogenos han sido inhibidos por los

extractos hidrosolubles de este arbusto de las zonas aridas.
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Figura 27. Comparacion del efecto inhibitorio del extracto etandlico de L. tridentata al

30% de ingrediente activo contra tres hongos del género Aspergillus.
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Efecto inhibitorio del quitosan sobre los hongos del género Aspergillus

En relacion con la actividad antifingica de las soluciones del biopolimero
quitosan sobre A. niger, A. flavus y A. parasiticus, en la Figura 28 se aprecia claramente
el limitado efecto en la inhibicion del crecimiento micelial de estos tres patégenos, ya
que tanto 4. flavus como A. parasiticus solo resultaron ser ligeramente inhibidos a la alta
dosis de 32,000 ppm; mientras que A. niger fue mas susceptible a este bioproducto
debido a que a la dosis antes mencionada su crecimiento fue inhibido en 60%. Por
consiguiente y con base en estos resultados, es muy claro que los extractos de L.
tridentata reflejaron ser notablemente superiores en cuanto a su actividad antifiingica

comparado con el quitosan.
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Figura 28. Comparacion del efecto inhibitorio de diferentes concentraciones de quitosan

contra tres hongos del género Aspergillus.
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Tratamiento No.  Quitosan/Larrea  Inhibicion (%)

1 500/500 42.07
2 500/1000 64.19
3 500/2000 74.85
4 1000/500 48.44
5 1000/1000 78.73
6 1000/2000 89.71
7 2000/500 70.19
8 2000/1000 81.38
9 2000/2000 84.46

Cuadro 13. Inhibicién del crecimiento micelial del hongo A. parasiticus con mezclas a
diferentes concentraciones (ppm) de los bioproductos quitosan y extracto etandlico de

L. tridentata al 30% de ingrediente activo.

Actividad inhibitoria de las mezclas quitosan/Larrea

Con la finalidad de determinar el posible efecto sinérgico de las mezclas
quitosan/Larrea en el crecimiento del hongo A. parasiticus se realiz6 un bioensayo en el
que se evaluaron 10 tratamientos (9 mezclas y el testigo absoluto), los resultados de este
experimento se presentan en el Cuadro 13. Se aprecia que en la medida que se
incrementa la concentracion de ambos productos se logra una mayor inhibicion del
hongo; sin embargo, al incrementarse la concentracion del quitosan a 2,000 ppm el
efecto inhibitorio se ve reducido en comparacion con las mezclas en donde este
bioproducto se aplico a solamente 1,000 ppm. Esto se pone de manifiesto en el
tratamiento 1000/2000, con el que se obtuvo una inhibicion de 89.71%, mientras que
con el tratamiento 2000/2000, la inhibicion lograda fue de 84.46%, esto sugiere que el
quitosan a concentraciones mayores tuvo un posible efecto antagonico con el extracto de
gobernadora. Lo antes sefialado se puede reforzar con la observacion reportada
previamente en la Figura 28, en la cual claramente se observd que las soluciones de
quitosan tuvieron un efecto ligeramente inhibitorio sobre el hongo antes sefialado asi

como en las otras dos especies de Aspergillus.
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Resultados sobre mezclas de productos organicos similares a los aqui
presentados, pero utilizando extractos diferentes de plantas fueron consignados
recientemente por Bautista-Barfios ef al. (2003). Estos autores analizaron el efecto de
quitosan solo y combinado con extractos acuosos de manzana, asi como de hojas y
semillas de papaya, los cuales se evaluaron solos y también mezclados con quitosan, en
la calidad en frutos de papaya y contra niveles de antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides. Las soluciones de quitosan a 20,000 y 30,000 ppm
tuvieron un efecto antifingico contra C. gloeosporioides, mientras que los extractos
solos no mostraron ningun efecto fungicida, en cambio, cuando se mezclaron con
quitosan a la elevada concentracién de 25,000 ppm, todos los extractos evaluados
tuvieron un efecto fungistatico sinérgico, pero no se observé un efecto fungicida. Estos
resultados sdbre sinergismo no se detectaron con la mezcla quitosan/Larrea debido
probablemente a que el extracto de gobernadora. forma una emulsion que causa que se
precipite el ingrediente activo de L. tridentata y no se mezcle adecuadamente con el

biopolimero, lo cual posiblemente afect6 su actividad antimicrobial.

Inhibicién del extracto etandlico de L. tridentata comparado contra el fungicida

sintético clorothalonil

Con la finalidad de realizar una comparacion entre el extracto de gobernadora
que mostrd la mayor efectividad en la serie de bioensayos realizados con los tres hongos
del género Aspergillus, se estableci6 un experimento para contrastar la inhibicion
producida por el fungicida sintético clorothalonil y el extracto etandlico de L. tridentata
al 30% de ingrediente activo a la misma dosis de 2,000 ppm (Figura 29). En esta figura
se aprecia graficamente que consistentemente el extracto etanolico resultd ser superior
que el fungicida sintético, ya que para A. niger (A), A. flavus (B) y A. parasiticus el
clorothalonil inhibidé en 59, 48 v 42% respectivamente el crecimiento micelial; mientras
que el extracto etandlico logro inhibirlos en 100, 82 y 86% respectivamente. Por lo
tanto, estos resultados evidenciaron el mayor efecto antifiingico del extracto organico en
comparacion del fungicida tradicional o sintético. El trabajo experimental de Cabrera

(2004), también report6 resultados similares a los antes sefialados, ya que al comparar la
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inhibicion de cinco cepas del hongo C. gloesporioides con dos fungicidas sintéticos
(Mancozeb y Tecto 60) y el extracto etandlico de L. tridentata, se encontrd que el

extracto organico fue estadisticamente superior que el Tecto 60 e igual que el Mancozeb.
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Figura 29. Comparacién del efecto inhibitorio entre el fungicida sintético clorothalonil y
el extracto etanolico de L. tridentata al 30% de ingrediente activo contra los hongos

A. niger (A), A. flavus (B) y A. parasiticus (C).

Por ultimo, es importante sefialar que en relacion con la determinacion de la
termoestabilidad de los diferentes extractos de L. tridentata empleados en este trabajo
experimental, los resultados indican que estos productos después de haber sido
sometidos a temperaturas de esterilizacion (121°C durante 15 minutos), para asi preparar
los medios envenenados que se adicionaron a las cajas Petri y evaluar su efectividad
bioldgica contra hongos y bacterias patogénicas, se constaté que los extractos siempre

tuvieron una actividad marcadamente biocida atin a la baja concentracion de 125 ppm.
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Los resultados obtenidos nos permitieron inferir que los compuestos organicos
bioactivos de los extractos de gobernadora no sufren una modificacion fisica o quimica
que altere sus propiedades biologicas, lo cual tiene importantes implicaciones desde el
punto de vista practico agronomico, ya que esto sugiere que los biopesticidas que se
elaboren con estos extractos, pueden soportar altas temperaturas de almacenamiento sin

que esto afecte sus propiedades fungicidas o bactericidas.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de L. tridentata al 30% de ingrediente activo (IA) mostré su
eficacia antibacterial contra todas las bacterias estudiadas, tanto gram positivas
como gram negativas, esto se hizo muy evidente desde la baja concentracion de
125 ppm para E. coli, especie que result6 ser la mas sensible de las siete que se
evaluaron; a la dosis de 1,000 ppm todas las demas cepas mostraron su

vulnerabilidad al extracto.

El extracto metanolico al 30% IA también mostré su gran eficacia contra la
mayoria de las bacterias, ya que logré inhibirlas por completo a la dosis de 1,000
ppm; sblo S. fyphimurium mostré ser mas tolerante a este producto, ya que

requiri6 la dosis de 2,000 ppm para ser inhibido por completo.

El quitosan no mostrd resultados eficaces contra las bacterias evaluadas, por el
contrario su combinacion con el extracto etandlico de L. tridentata indicoé un

efecto antagonico.

En relacion con el efecto antifungico de L. tridentata contra los hongos del
género Aspergillus, los resultados obtenidos mostraron la eficacia de los
extractos a diferentes concentraciones de ingrediente activo (20, 30 y 40%),

indicando una eficacia similar desde las dosis de 500 ppm.

Al comparar los tres extractos hidrosolubles (etanélico, metandlico y sédico) al
30% IA contra el hongo 4. niger, se detectd que con el extracto sédico se logré
inhibir en 20% el crecimiento del hongo a la dosis de 2,000 ppm; en contraste,
con el extracto etandlico y metandlico se logré una inhibicion del 100 y 90%
respectivamente a la misma dosis. Resultados similares se observaron con el
extracto sodico contra los hongos A. flavus y A. parasiticus, ya que con esa

misma dosis solo se obtuvo un porcentaje de inhibicion mayor al 30%.
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El quitosan no mostré efecto inhibitorio alguno contra ninguna de las cepas de

Aspergillus, aun a la mixima concentracion evaluada que fue de 32,000 ppm.

En relacion con la posible actividad antifingica de la mezcla de quitosan y €l
extracto etandlico de gobernadora, también se observd un efecto antagdnico

similar al observado en los bioensayos con las bacterias.

Los resultados obtenidos en este trabajo con los extractos hidrosolubles de L.
tridentata son muy satisfactorios, ya que es un producto organico vegetal, es
biodegradable, no provoca contaminacion en los ecosistemas, ni es dafiino para

los humanos.

Con base en lo antes sefialado, es factible suponer que los extractos de
gobernadora, especialmente los etandlicos y metandlicos, pueden ser utilizado
con éxito y sin riesgos, en programas de agricultura sustentable o en la

produccién orgénica de cultivos agricolas.

Por otro lado, los paises que importan frutas y verduras estan demandando frutas,
hortalizas, carne, leche, etc., que estén libres de pesticidas sintéticos, ya que se ha
demostrado que resultan ser nocivos para la salud. Esta demanda de productos
orgéanicos es muy marcada en los paises de la Comunidad Econémica Europea,
asi como en Japén, Estados Unidos, Canadd y otros paises, por lo que la
inocuidad alimentaria debe de promoverse utilizando pesticidas organicos o

control biologico de hongos y plagas en general.
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Equipos y materiales de laboratorio

Autoclave automatica Yamato, modelo 5M510.
Balanza analitica Scientech, modelo SA410
Balanza granataria

Campana de flujo laminar Precision Scientific. Inc. modelo 815.
Camara de extraccion

Incubadora precision Scientific, modelo 815.
Microscopio OLYMPUS, modelo BX60
Parrilla eléctrica CORNING PC-500
Potenciémetro Thermo Orién 420.
Refrigerador marca Tor Rey, modelo A-28
Reactor Brigthon modelo X 1000

Rotavapor BUCHNI, modelo R-215

Materiales
o Aguja de diseccion
o Algodén
o Asa bacteriolégica
o Bisturi
o Cajas petri
o Porta y cubreobjetos
o Cubre bocas
o Embudo de filtracion
o Espatulas
o Frascos
o Gasas estériles

@]

@}

O

@]

Gradillas

Guantes de asbesto
Guantes estériles
\ascarilla

Martraces Erlenmeyer

39




o Matraces volumétricos
o Mecheros
o Micropipetas
o Papel filtro
o Papel estraza
o Pisetas
o Pipetas
o Probetas
o Sacabocados
0 Termémetros
o Tubos de ensaye
o Vasos de precipitado
o Vernier
Reactivos
o Acetona
o Acido acético glacial al 99.9 %
o Agua destilada
o Hipoclorito de Sodio
o Etanol
o Extracto de Larrea
a Hidroxido de sodio
o Metanol
a
caldo infusion cerebro y corazén marca DIFCO
a Clorothalonil
0 Quitosan-SIGMA Aldrich
a Tween 80

Medios de cultivo agar papa dextrosa. agar Mueller Hinton, agar nutritivo y
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Figura 5. Cromatograma (HPLC) de la resina de L. tridentata extraida con hexano, en el

cual se muestra la presencia del NDGA en un tiempo de retencion de 7.69 minutos.
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Figura 2. Cromatograma (HPLC) de la resina de L. tridentata extraida con cloroformo,

en el cual se muestra la presencia del NDGA en un tiempo de retencion de 6.64 minutos.
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Figura 3. Cromatograma (HPLC) de la resina de L. tridentata extraida con metanol, en el

cual se muestra la presencia del NDGA en un tiempo de retencion de 6.62 minutos.
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Figura 4. Cromatograma (HPLC) de la resina de L. tridentata extraida con etanol, en el

cual se muestrala presencia del NDGA en un tiempo de retencion de 6.64 minutos.
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