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Abstract

The aim of this study was to evaluate the antifungalactivity of Larreatridentata
,onAspergillusflavus , A. niger and A.paraciticus , from the percent inhibition and
determining their growth parameters. Extracts wereobtainedbySoxhletusing as solvent
80% ethanol and distilled water. The extracts were tested at concentrations of 50, 100 ,
250, 500 and 1000 ppm . The media were inoculated with 2 (1l of fungal spore
suspensions of study. As a positive control potassiumsorbate as 0.3 % and the negative
control medium without preservative were used. The systems were incubated for 10
days at 30 ° C £ 2 ° C and the radial growth of the colony was measured every 24 hours
With data growth inhibition percentage and was calculated
usingtheprogramDMFitgrowthparameters of each fungus at different growth conditions
were obtained. The ethanolextract of Larrea controlledthegrowth of the three fungi
while the aqueous extract did not inhibit growth. The ethanol extract showed an
inhibitory effect of 43 to 63 % by Aspergillus species.

12 Introduccién

En México existe una gran diversidad de especies boténicas, que se usan cominmente
para el control de enfermedades en humanos, mientras que su uso en el control de
fitopatdgenos es menos empleado. Por otro lado, la industria alimentaria busca nuevas
formas para controlar el crecimiento de los hongos que descomponen a los alimentos y
que constituyen un riesgo para la salud pablica. Actualmente, los productos naturales
como las plantas, han sido estudiados como una alternativa para el control del
crecimiento de hongos. Uno de los géneros de hongos importantes para la agricultura y
la industria alimentaria se encuentra Aspergillus. Las especies de este género producen
aflatoxinas, las cuales son causantes de pérdidas econémicas en la produccion de
cereales.Entre las plantas que se han estudiado como antifungicos esta la gobernadora
(Garza-Ramos et al., 2008). Tequida-Meneses et al. (2002) reportaron que el extracto de
gobernadora tiene efecto inhibitorio sobre especies de Aspergillus, Fusarium y
Penicillium, mientras que Lira-Saldivaret al. (2006) investigaron la actividad
antifangica del extracto hidrosoluble de gobernadora y soluciones de quitosan, contra
Botrytiscinerea.

Aunque se ha reportado que el extracto de gobernadoratiene actividad
antifngica sobre hongos del género Aspergillus, resulta interesante saber si su actividad
varia entre las especies de un mismo género. Por lo anterior, este trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto del extracto de gobernadora sobre el crecimiento de tres
especies de hongos del género Aspergillus mediante la medicién del porcentaje de
inhibicién y del analisis de los parametros de crecimiento de estos hongos.

12.1 Materiales y métodos
Obtencidn del extracto

Se utilizaron hojas secas de gobernadora (L.tridentata), recolectadas en la zona
media del estado de San Luis Potosi. Estas fueron molidas en una licuadora hasta
obtener un tamafio minimo de la planta. 20 g de hojas secas y molidas, se colocaron en
un cartucho de extraccion y se sometieron a reflujo en el equipo Soxhlet durante dos
horas, utilizando como disolvente 200 ml de etanol al 80 %.
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Despues del tiempo de reflujo se utilizé un rotavapor (Bichi) para recuperar el
solvente y obtener el extracto himedo. Este se coloco en la estufa de convencion a 60
°C durante 48 horas para obtener el extracto seco.

Preparacion del extracto

El extracto seco se peso y se aforé a 100 mL con agua destilada. La solucion se
esteriliz utilizando filtros de membrana con poros de 0.45 um y se almacené a 10 °C
hasta su uso. A partir de esta solucion madre se prepararon soluciones a las
concentraciones propuestas en el disefio experimental.

Preparacion del in6culo

Se utilizaron cepas de los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus nigery
Aspergillus parasiticus del cepario del Laboratorio de Investigacion en Alimentos de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, las cuales se hicieron crecer en agar papa —
dextrosa (Marca Merck) por 7 dias a 25 £ 2 °C. A partir de los cultivos de siete dias de
cada una de las cepas, se hicieron suspensiones de esporas de cada hongo. Las esporas
se removieron lavando la superficie de las cufias de agar con 10 ml de tween al 0.01 %
estéril. Las suspensiones de esporas se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Preparacién de los medios de cultivo

El medio que se usé para cultivar las cepas fue el medio agar papa — dextrosa
(marca Merck) y se le agregd la cantidad de extracto necesario hasta obtener las
concentraciones finales en los medios de 50, 100, 250, 500 y 1000 ppm de manera
similar a como se realiz6 en la metodologia de Khalil y Dababnch (2007); Como control
positivo se usO sorbato de potasio al 0.3 % (BaduiDergal, 2006) y como control
negativo se usé un medio de cultivo sin extracto y sin conservador. Todos los ensayos
se llevaron a cabo por triplicado.

Inoculaciéon de medios de cultivo

Cada uno de los medios de cultivo se inoculé con 2 pl de la suspension de
esporas (aproximadamente 10° esporas) de cada hongo en el centro del medio de
cultivo. Esto se realizd por triplicado. Los sistemas inoculados se guardaron en
recipientes herméticos de plastico con la finalidad de prevenir el cambio de humedad, y
se incubaron a 30 £ 2 °C durante diez dias.

Medicion del crecimiento

Las cajas inoculadas se observaron diariamente durante diez dias. Una vez
iniciado el crecimiento del hongo, el didmetro de las colonias se midié cada 24 horas
haciendo uso de un vernier (AbsoluteDigimatic); que aunque no es una forma que
representa verdaderamente la naturaleza del crecimiento fingico; es la méas sencilla y
directa para cuantificar el crecimiento (Gibbson y Hocking 1997). Con los didametros
registrados de cada condicion se obtuvieron los porcentajes tanto de crecimiento como
de inhibicion.
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Los diametros de las colonias, se graficaron contra el tiempo para obtener las
curvas de crecimiento de cada hongo en cada condicion. Estas se ajustaron empleando
el programa DMFit, que usa el modelo de Baranyi y Roberts (1994) ecuacion 1; para
obtener los parametros de crecimiento; velocidad de crecimiento (y(mm h™)), tiempo de
latencia (M(h)) y crecimiento méaximo (Ymax), asi como el coeficiente de correlacién R?
de los hongos estudiados.

In [e""" + e —gmrih J'

}(I} = }'Llfl + -Lllnaucf +

AT mnl'*-;hl&'_'.-&'_""-e_' = | ) (12)

Analisis estadistico

Los porcentajes de crecimiento y de inhibicion de cada hongo, asi como los
parametros de crecimiento de cada hongo en cada condicion se compararon entre si, y
se estableci6 la CMI para cada hongo como la que logré inhibirlo completamente.

Para determinar el efecto de la concentracion de extracto sobre los parametros
de crecimiento de los hongos, se realizé un analisis de regresion maltiple (Statistica).La
Concentracion Minima Inhibidora (CMI) del extracto se consider6 como aquella donde
se inhibio el crecimiento del hongo.

12.2 Resultados y discusién

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion del extracto etandlico de
gobernadora, sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A.flavus, A.
niger y A. parasiticus.

El crecimiento de los hongos es inversamente proporcional a la concentracion
y la inhibicion es directamente proporcional a la concentracion del extracto presente en
el medio.

La inhibicion total del crecimiento del hongo no fue posible, ya que se requiere
de una concentracién mayor a 1000 ppm del extracto para lograr tal inhibicion.
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Grafico 12 Porcentajes de crecimiento e inhibicion de A. flavus (A), A. niger(B) y A.
parasiticus (C) al usar el extracto etandlico de L. tridentata
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El extracto etanolico inhibi6 el crecimiento de los hongos conforme aumento la
concentracion del extracto en el medio (Figura 1), lo que se atribuy6 a la presencia de
compuestos fendlicos en el extracto, los cuales tienen actividad antimicética. Estos
resultados confirman lo reportado por otros autores, respecto a la accién antiflngica de
L. tridentata. Tequida-Meneses et al. (2002) demostraron la efectividad del extracto
alcoholico de L. tridentata usando 5000 ppm contra A. flavus, A. niger,
Penicilliumchrysogenum, P. expansum, Fusarium moniliforme y F. poae.

Lopez-Benitez et al. (2004) reportaron que extractos al 5 y 10% de
concentracion de  Alliumsativum, Larrea tridentata, Nicotiana glauca vy
Caryophyllusaromaticus inhibieron el crecimiento micelial de Rhizoctoniasolani in
vitro, y sobre plantas de frijol susceptibles al patégeno. Lira-Saldivaret al. (2006)
probaron la actividad antifingica del extracto de Larrea tridentata y soluciones de
quitosan (CH), s6los y combinados contra el Botrytis cinérea, Colletotrichumcoccodesy
Fusarium oxysporum, enontrando que son eficaces en el control de estos hongos so6lo
cuando el extracto se usa en concentraciones mayores a 1000 ppm.

En la Figura 2 se presentan las curvas de crecimiento de las tres especies de
hongos al usar 1000 ppm de extracto etandlico de L. tridentata.

Figural2 Curvas de crecimiento de A. flavus(A), A. niger (B) y A.
parasiticus (C) al usar 1000 ppm de extracto etandlico de L. tridentata
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Las Tablas 12 a 12.2 muestran los parametros de crecimiento -velocidad de
crecimiento, tiempo de latencia y crecimiento maximo- de los hongos estudiados,
calculados con el programa DMFit.

Tabla 12 Pardmetros de crecimiento del A. flavus al usar diferentes concentraciones de
extracto de L. tridentata

Concentr Parametros de crecimiento
acion Velocidad de Tiempo de Crecimiento R?
crecimiento (mm/h) latencia (h) maximo (mm)
Control negativo 0 ppm 0.62 16.18 86.26 0.
99
Extracto etanélico 50 ppm 0.34 16.07 74.13 0.
99
100 ppm 0.43 16.02 81.16 0.
99
250 ppm 0.41 16.48 81.47 0.
99
500 ppm 0.43 16.89 84.99 0.
99
1000 0.17 19.97 85.69 0.
ppm 99
Control positivo 0.3% 0.57 21.32 86.38 0.
(Sorbato de potasio) 95

Tabla 12.1 Parametros de crecimiento del A. niger en las diferentes concentraciones de
extracto etandlico

Concentra Parametros de crecimiento
cion Velocidad de crecimiento Tiempo de Crecimiento R?
(mm/h) latencia (h) maximo (mm)
Control 0 ppm 1.01 24.77 86.07 0.9
negativo 9
Extracto 50 ppm 0.81 25.21 86.06 0.9
etanolico 9
100 ppm 0.61 20.53 85.16 0.9
9
250 ppm 0.48 24.02 85.16 0.9
9
500 ppm 0.33 24.91 86.77 0.9
9
1000 ppm 0.18 26.45 87.02 0.9
9
Sorbato de 0.3% 0.39 28.12 85.81 0.9

potasio 9
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Tabla 12.2 Pardmetros de crecimiento del A. parasiticus en las diferentes
concentraciones de extracto etandlico

Concentra Parametros de crecimiento
cion Velocidad de crecimiento Tiempo de Crecimiento R?
(mm/h) latencia (h) maximo (mm)
Control 0 ppm 0.59 14.17 85.86 0.9
negativo 9
Extracto 50 ppm 0.52 16.01 83.21 0.9
etandlico 9
100 ppm 0.36 16.29 73.58 0.9
9
250 ppm 0.29 17.65 64.57 0.9
9
500 ppm 0.17 18.35 52.66 0.9
9
1000 ppm 0.14 19.57 46.00 0.9
9
Sorbato de 0.3% 0.61 22.21 36.56 0.9
potasio 9

Al usar diferentes concentraciones del extracto de L. tridentata se observd que
con el la velocidad de crecimiento de Aspergillus flavus disminuyd desde la
concentracion de 50 ppm. Al usar 1000 ppm del extracto se observé un aumento en el
tiempo de latencia cercano al del sorbato de potasio. El crecimiento maximo fue similar
al alcanzado por el control (Tabla 1).

Para A. niger se observé que la velocidad de crecimiento disminuy6 a un nivel
inferior que el mostrado por el sorbato de potasio desde 500 ppm en el medio; el tiempo
de latencia también fue menor en comparacion con el control positivo. El crecimiento
méaximo resulté cercano al del control positivo a partir de 500 ppm. Lo observado indica
que el extracto etandlico afecta los parametros de crecimiento desde las 50 ppm, pero
afecta los tres parametros a partir de las 500 ppm (Tabla 2). Esto pudiera ser dtil, en un
momento dado, para retardar el inicio de crecimiento; por ejemplo en la industria
alimentaria, donde se busca detener el desarrollo de los microorganismos deteriorativos
de los alimentos.

Con respecto al hongo A. paraisticus (Tabla3), al usar el extracto etandlico, se
observo que en relacién al control negativo, la velocidad de crecimiento, y el
crecimiento maximo disminuyeron, mientras que el tiempo de latencia aumento; éste
ultimo parametro aumento6 al usar extracto de L. tridentata, pero no fue mayor que el
control positivo.

Aunque en este trabajo la maxima concentracion que se uso fue de 1000 ppm
(Figura 2), -la cual no fue suficiente para inhibir en su totalidad el crecimiento de las
tres especies de Aspergillus-, si lo fue para disminuir su velocidad y crecimiento
maximo, lo cual es importante si se considera que estos parametros de crecimiento
desempefian un papel muy importante cuando se quiere establecer la el tiempo de vida
de anaquel de los productos que son deteriorados por el crecimiento de hongos.
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12.3 Conclusiones

La intensidad del efecto antimicético del extracto etanolico de L. tridentata fue: A.
parasiticus>A. flavus>A. niger; siendo el porcentaje de inhibicion de 63, 61 y 46 %
respectivamente. Esto debido probablemente a la diversidad metabdlica intrinseca de
cada hongo.
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