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RESUMEN

IQ. Caro Zavaleta, Hugo Alejandro MCIB Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Instituto Tecnolégico de Veracruz. 3 de mayo del 2019. Estudio de la
capacidad antifungica y antitoxigénica de acido clorogénico en combinacion
con NADES (natural deep eutectic solvents). Asesores: Dra. Mirna Leonor

Suarez Quiroz, Dra. Maria Cruz Figueroa-Espinoza, Dr. Oscar Gonzalez Rios.

Los NADES son solventes liquidos de una sola fase formados a partir de una
mezcla con una relacion molar especifica en sus compuestos. Algunos NADES y
compuestos como el acido clorogénico (ACG) han manifestado actividad
antimicrobiana y antitoxigénica. Por otro lado las toxinas son una problematica
presente en los alimentos, siendo producidas mayormente por los géneros
Aspergillus y Fusarium. Estos se encuentran asociados a la produccion de
micotoxinas como Ocratoxina A (OTA), Aflatoxinas (AF) y Fumonisinas (FUMO).
En alternativa a dicha problematica se han estudiado diferentes compuestos
quimicos que inhiban la produccién de las toxinas. Por lo que EIl objetivo del
presente trabajo fue estudiar la actividad antifungica y antitoxigénica de 7
formulaciones de NADES con y sin ACG, contra cepas de Aspergillus y Fusarium.;
mediante 1) Formular y evaluar la estabilidad de las soluciones de NADES y ACG;
2) Evaluar la actividad antifungica de las soluciones de NADES y ACG contra A.
flavus, A. ochraceus y F. moniliforme; 3) Evaluar la actividad antitoxigénica
mediante una prueba ELISA de las soluciones de NADES y ACG contra
micotoxinas (Aflatoxinas, Ocratoxinas y Fumonisinas). Se obtuvo que 5 de los 7
NADES formulados, fueron estables a las pruebas realizadas y alcanzaron su
punto eutéctico; se realizaron pruebas de actividad antifungica mediante el método
de pocillos en cajas Petri con PDA, se midieron los halos de inhibicion cada 24h y
se tuvieron resultados favorables para 2 de las 5 formulaciones contra la cepa de
Aspergillus ochraceus y Fusarium moniliforme, no asi para Aspergillus flavus, ya
que mostrd una resistencia contra cualquiera de los compuestos que se probaron.
Con base en el resultado de la etapa anterior se realizé la cuantificacion de

micotoxinas, OTA y FUMO en las cuales se notd una disminucion para el NADES



elaborado a partir de acido lactico y cloruro de colina, y para el NADES formulado
de acido lactico y betaina, en la produccion de Ocratoxina. Para los mismos
NADES en combinacién del ACG manifestaron una disminucion de la produccién
de la OTA; sin embargo, no existi6 una disminucién en la produccion de

Fumonisinas para los NADES con y sin combinacion del ACG.
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ABSTRACT

IQ. Caro Zavaleta, Hugo Alejandro. M. in C. Unidad de Investigacion y Desarrollo
en Alimentos, Instituto Tecnoldgico de Veracruz, May 2019. Study of the capacity
antifungal and anti-toxigenic of the chlorogenic acid in combination with
NADES (natural deep eutectic solvents). Advisors: Dra. Mirna Leonor Suarez

Quiroz, Dra. Maria Cruz Figueroa-Espinoza, Dr. Oscar Gonzalez Rios.

NADES are liquid solvents of a single phase from a mixture with a specific molar
ratio in their compounds. Some compounds such as chlorogenic acid (ACG) have
shown antimicrobial and antitoxigenic activity. On the other hand toxins are a
problem in food, being produced mostly by the genera Aspergillus and Fusarium.
These are associated with the production of mycotoxins such as Ochratoxin A
(OTA), Aflatoxin (AF) and Fumonisin (FUMO). As an alternative to this problem,
different chemical compounds that inhibit the production of toxins have been
studied. Therefore, the objective of the present work was to study the antifungal
and antitoxigenic activity of 7 formulations of NADES with and without GCA,
against strains of Aspergillus and Fusarium; by 1) Formulate and evaluate the
stability of the NADES and ACG solutions; 2) To evaluate the antifungal activity of
the NADES and ACG solutions against A. flavus, A. ochraceus and F. moniliforme;,
3) To evaluate the antitoxigenic activity by means of an ELISA test of the NADES
and ACG solutions against mycotoxins (Aflatoxins, Ochratoxins and Fumonisins). It
was obtained that 5 of the 7 formulated NADES were stable to the tests carried out
and reached their eutectic point; antifungal activity tests were carried out using the
Petri dishes well method with PDA, the inhibition zones were measured every 24h
and favorable results were obtained for 2 of the 5 formulations against the
Aspergillus ochraceus and Fusarium moniliforme strain, but not for Aspergillus
Flavus, since it showed a resistance against any of the compounds that were
tested. Based on the result of the previous stage, the quantification of mycotoxins,
OTA and FUMO was performed in which a decrease was noted for the NADES
elaborated from lactic acid and choline chloride. And for the NADES formulated

from lactic acid and betaine in the production of Ochratoxin. For the same NADES
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in combination with the ACG they manifested a decrease in the production of OTA;
however, there was no decrease in the production of Fumonisins for the NADES

with and without the GCA combination.
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1. INTRODUCCION

En el afio 2003 fueron descubiertos una nueva clase de solventes naturales, los
cuales a comparacion de los solventes organicos convencionales, poseen
caracteristicas y propiedades totalmente nuevas, estos fueron nombrados como
solventes eutécticos naturales profundos (NADES, por sus siglas en ingles). Estos
solventes estan formados por 2 o mas metabolitos primarios producidos en la
naturaleza, que al ser mezclados en un radio molar especifico y con una
determinada concentracion de agua, se obtiene un liquido. Exhiben una fuerte
depresion en su punto de fusion transformando su estado de solido a liquido.
Dichos solventes han sido clasificados en una tercera clase de liquidos en el
organismo, después del agua y los lipidos. Estudios recientes han reportado
algunas formulaciones de NADES, manifiestan actividad antimicrobiana vy

antifungica.

Por otro lado el crecimiento de hongos filamentosos en los alimentos, generan un
deterioro en los mismos, dando como resultado una drastica reduccién en su
calidad. Adicionalmente, algunas especies como Aspergillus y Fusarium son
responsables de generar metabolitos secundarios toxicos. Dichos metabolitos o
micotoxinas son responsables de un 16 % de las enfermedades que son
transmitidas a través de los alimentos. Las principales micotoxinas son la
Aflatoxina B1, Fumonisina B1 y Ocratoxina A, debido a que son altamente
peligrosas para el ser humano ya que son agentes cancerigenos, mutagénicos y
teratégenicos pero el efecto mas importante es la capacidad de alguna de ellas
para obstaculizar la respuesta inmunitaria, reduciendo asi la respuesta a
enfermedades infecciosas. Los acidos clorogénicos (CGA) son una familia de
ésteres formada por &acidos trans-cinamicos (cafeico, ferulico, o p-cumarico),
siendo el acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) CGA el mas abundante en el café. Este
compuesto presenta propiedades Dbioldgicas antioxidantes, quelantes,
antimicrobianas y anti-carcindgenas. El CGA y sus alquilestéres han demostrado

tener un importante efecto antifungico y antitoxigénico.



Diversos estudios han demostrado que la capacidad antimicrobiana de ciertos

compuestos se ve favorecida cuando se encuentran disueltos en algun NADES.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es estudiar la capacidad antifungica
y antitoxigénica del &cido clorogénico 5-cafeoilquinico utilizando diferentes

formulaciones de NADES como disolvente.



2. ANTECEDENTES

2.1 Hongos toxigénicos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariotas multicelulares. Se
caracterizan por tener un nucleo verdadero y carecer de pigmentos fotosintéticos,
su pared celular estda compuesta de celulosa, quitina y N-acetil glucosamina
(NAG) (Arroyo-Manzanares et al., 2014)

Poseen un gran numero de filamentos llamados hifas, al conjunto de hifas se le

conoce como micelio.

Las hifas pueden ser no-septadas, septadas-unicelulares y septadas-
multicelulares, vegetativas o reproductivas (Figura 1). Las hifas reproductivas
generalmente se extienden en el aire y crean exosporas, ya sea en forma de

conidios o esporangios (Arroyo-Manzanares et al., 2014).
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Figura 1. Estructura somatica de hongos.Fuente:
(Arroyo-Manzanares et al., 2014)



Los metabolitos secundarios producidos reciben el nombre de micotoxinas y a los
hongos que las producen hongos toxigénicos. Los hongos toxigénicos producen
las toxinas al conjugarse factores apropiados del ambiente y los sustratos que
necesitan para desarrollarse. Los hongos toxigénicos en cultivos se pueden

clasificar en dos categorias:

A) Hongos de campo, que encuentran las mejores condiciones para
desarrollarse y elaborar sus toxinas antes de la cosecha de las plantas o de
Sus granos

B) Hongos de almacén; que hallan las condiciones necesarias al ser
guardados en condiciones inapropiadas los productos basicos y los

alimentos elaborados con ellos.

Los hongos relacionados con la produccion de alimentos son principalmente tres
geéneros: Aspergillus, Fusarium y Penicillium, los cuales se pueden encontrar en
cultivos y en productos almacenados. Los hongos del género Fusarium
contaminan principalmente cultivos y materias primas antes de la cosecha,
mientras que los géneros Aspergillus y Penicilllum se asocian con la
contaminacion de materias primas y alimentos durante el secado vy

almacenamiento (Zain 2011).

2.1.1 Género Aspergillus

Los hongos del género Aspergillus poseen hifas septadas y hialinas. Los
conidioforos se originan en la célula basal, situada en la base de las hifas soporte
y terminan en una vesicula en el apice las cabezas conidiales presentan bajo el
microscopio cuatro formas basicas: globosa, radiada, columnar o claviforme y a
simple vista las mas grandes suelen parecer diminutos alfileres sobre el sustrato
(Figura 2). El color es la principal caracteristica macroscépica para la identificacion
de los grupos de Aspergillus, los cuales varian entre distintos tonos de verde,

pardo, amarillo, blanco, gris y negro (D’mello y MacDonald, 1997).



Los Aspergillus tienen la capacidad para crecer a diferentes temperaturas sobre
sustratos con diversas actividades de agua (dependiendo de la especia), la cual va
de 0.7-0.94. El rango de temperatura optimo esta entre 30-33°C para la mayoria

de las especies (Prange et al., 2005).

Microconidios

Fialides

Vesicula

Conidiéforo

Figura 2. Conidiéforos de Aspergillus. Fuente: Alexandro
Trujillo: Micologia médica basica

2.1.2 Género Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos
en el suelo y plantas. De las mas de 100 especies de Fusarium descritas, solo 12
e ellas pueden considerarse patdgenas para el humano, entre ellas destacan F.
solani, F. oxysporum y F, verticilloides, en orden decreciente de frecuencia (Sajid
et al., 2018).

La forma y tamafio de las esporas es la caracteristica principal para el
reconocimiento de los Fusarium. Las esporas estan dispersas en el micelio aéreo
0 en esporodoquios 0 masas limosas (pionotos). Los macroconidios son curvados

(3-8 x 11-70 um), pluriseptados con una apical mas o menos puntiaguda; los



microconidios (2-4 x 4-8 um) son comunmente unicelulares, elipsoidales (figura 3).
Los conidiéforos del micelio aéreo en algunos casos solo constan de una célula
conididogena, en otros estas ramificados, a veces en verticilos. Las monofialides
producen conidios desde una sola abertura y en las polifidlides surgen las esporas

desde mas de una abertura en la misma célula (Glenn, 2007).
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Figura 3. Forma de las esporas de
Fusarios.Fuente: Glenn, 2007.

Las especies de Fusarium se encuentran en los vegetales antes de la cosecha. Se
conocen por contaminar cultivos de cereales y granos, principalmente maiz.
Algunos, como el F. solani, estan frecuentemente ligados a cereales y otros

cultivos especificos.

La mayoria de las especies de los Fusarium son ligeramente xerdfilos y requieren
de una a,, entre 0.86 y 0.91 (Glenn, 2007).



2.2 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos,
capaces de crecer en gran variedad de sustratos y bajo las mas diversas
condiciones ambientales, contaminando con frecuencia los alimentos a los cuales
se asocian, en especial los de origen vegetal. Son capaces de desencadenar
diversas alteraciones y cuadro patolégicos en el hombre y los animales. Son
moléculas de bajo peso molecular y suelen ser especificas para un grupo de

especies de un mismo género (Rodriguez-Carrasco et al., 2013).

Las micotoxinas son altamente estables y no se destruyen facilmente durante el
proceso de elaboracion de los alimentos, el mismo compuesto puede ser también
elaborado por hongos pertenecientes a géneros distintos. En general, cuanto mas
compleja es la ruta biosintetica de una micotoxina, menor sera el numero de
especies fungicas capaces de elaborarla. La mayoria de las micotoxinas descritas
estan producidas por especies de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium
(Sulyok et al., 2013).

Las micotoxinas que se encuentran en diversos alimentos y suplementos
alimenticios se han relacionado con algunas enfermedades en humanos y
animales. La exposicion a micotoxinas puede producir micotoxicosis, con
resultados que van desde la muerte a efectos nocivos en los sistemas nervioso
central, con resultados que van desde la muerte a efectos nocivos en los sistemas
nervioso central, el cardiovascular, el respiratorio y en el aparato digestivo. La
micotoxinas pueden ser carcinogénicas, mutagénica, teratogénicas e

inmunodepresoras (Cabanies et al., 2000).

Una micotoxina se considera “importante” si se ha demostrado su capacidad para
tener efectos considerables sobre la salud de las personas y la productividad de

los animales en diversos paises (Tabla 1) (Bhunia, 2008).



Tabla 1. Hongos y micotoxinas de importancia mundial.

Especie de hongo Micotoxinas producidas
Aspergillus parasticus Aflatoxinas B1,B2G1y Gz

Aspergillus flavus Aflatoxinas By B>

Fusarium sporotrichioides Toxina T-2
Fusarium graminearum Desoxinivalenol , Zearalenona
Fusarium moniliforme (F. verticillioides) Fumonisina B;

Penicillium verrucosum Ocratoxina A
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

(Bhunia, 2008).

Hasta ahora, mas de 300 micotoxinas con diversas estructuras han sido
identificadas. Estas contaminan la mayoria de los cereales y alimentos frescos, y
afectan directamente a la salud humana y animal, ejerciendo enfermedades
transmitidas por alimentos y efectos toxicoldgicos subagudos y crénicos agudos, y
algunos considerados como cancerigenos. Muchas micotoxinas a bajas
concentraciones son capaces de inducir la expresion de citocromo P450 y otras

enzimas implicadas en la biotransformacién (Bhunia, 2008).

Las micotoxinas y sus metabolitos provocan trastornos celulares diferentes y tan
especificos como el estrés oxidativo, la inhibicion de la traduccién, el dafio del
ADN vy la apoptosis en las células huésped, lo que provoca diversos tipos de
citotoxicidades (FAO b, 2003).

2.2.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son las micotoxinas mas importantes, se caracterizan por ser
substancias hepatotdxicas, carcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas. Son
producidas por tres especies de la seccidén Flavi: Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus y Aspergillus nomius (Cabafies et al., 2000).

Las principales aflatoxinas son: By B, G4 G, y My nombradas asi por su
fluorescencia bajo luz uv (B: “blue” o G: “green”) (Figura 4). La AFB, se considera

la aflatoxina mas toxica, ha sido clasificada en el grupo | por la Agencia
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Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) como carcinégeno cuyo 6rgano
objetivo es el higado (FAO b, 2003) (Marin et al., 2013)

0 OCH;

AFG,

Figura 4. Estructura quimica de Aflatoxinas.Fuente: Marin et al., 2013

La exposicion a las aflatoxinas es dificil de evitar ya que no es facil prevenir el
crecimiento de los hongos en los granos y los productos. La Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos establecié niveles maximos
de 20 mg/kg para granos y otros forrajes destinados a la crianza animal y vacas
lecheras, 100 mg/Kg para granos destinados a ganado y cerdos reproductores asi
como gallinas ponedoras, 200 mg/kg para granos empleados en el engorde de
cerdos (FAO b, 2003).



2.2.2 Ocratoxina A

Su nombre se deriva de A. ochraceus, el hongo del cual fue aislado la primera vez.
Es un derivado dihidro-isocumarinico ligado a fenilamina (Figura 5). La toxina pura
es un polvo cristalino blanco con punto de fusion a 169 °C. Emite fluorescencia
verde que cambia al celeste en presencia de un alcali. La forma acida es soluble
en solventes organicos polares y la sal sddica en agua. Es inestable a la luz, sin
embargo la solucién etandlica es estable al calor y persiste el 35% de la cantidad
inicial luego de tratar cereales contaminados durante 3 horas en autoclave. Los
oxidantes fuertes, acidos fuertes y bases fuertes la degradan quimicamente (Marin
et al., 2013).
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Figura 5. Estructura quimica de Ocratoxina A. Fuente: Marin et al., 2013.

En areas calidas las Ocratoxinas son formadas por especies de Aspergillus, pero
en climas mas frios por cepas de Penicillium. Las especies productoras se
encuentran en las secciones Circumdati (A. ochraceus, A. westerdijkiae, A.
melleus, A. auricomis, A.ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sulfureus,) Flavi

(A. alliaceus, A. albertensis), Nigri (A. niger, A. carbonarius) (Frisvad et al., 2004).

La Ocratoxina A es hepatotdxica y nefrotoxica, ademas, es un potente agente
teratdégeno y carcindégeno. Se encuentra presente en el maiz, el arroz, el frijol, el
café, las especias, las nueces e higos. Se ha encontrado OTA en la sangre (y
leche) de personas de diversos paises europeos, como Francia, Italia, Alemania,

Dinamarca, Suecia, Polonia, peninsula balcanica, y Bulgaria (FAO b, 2003).
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2.2.3 Fumonisinas

Las fumonisinas fueron descubiertas en 1989, y son parte de la familia de las
micotoxinas con una estructura similar a la esfinganina, precursor de los
esfingolipidos. Son producidas principalmente por las especies de Fusarium de la
seccion Liseloa. El F. moniliforme y el F. napifore, F. dlamini, y F. nygamai (Marin
et al., 2013).

Se conocen al menos 12 analogos de Fumonisinas, sin embargo las mas
importantes son las de la serie B (FB4, FB,y FB3). El isébmero que predomina es la
Fumonisina B4 (Figura 6), es la mas toxica y se ha reportado que es promotora de
tumores en ratas y causa leucoencefalomalacia en caballos y edema pulmonar en
cerdos; asi también, la FB1 interactua con la AB4 acelerando el proceso de

generacion de cancer hepatico en animales de experimentacion (Zain, 2011).
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Figura 6. Estructura quimica de Fumonisina B1.Fuente: Zain, 2011.

Las Fumonisinas son estables al calor, y el contenido de toxina se reduce
significativamente durante procesos en los que la temperatura excede los 150°C
(Marin et al., 2013). Ciertos tratamientos térmicos o extrusion han demostrado
reducir en cierta medida la presencia de Fumonisinas (FBs) en alimentos. En
general, los productos en consumo humano directo como hojuelas de maiz, tienen

bajos niveles de FBs (D’'mello y MacDonald, 1997).
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La contaminacion de los alimentos con micotoxinas depende de las condiciones

ambientales, que pueden propiciar el crecimiento del hongo y por ende la

produccion de las toxinas. Se considera que las micotoxinas han contaminado

alrededor del 25% de cereales; ademas, de nueces, especias, frutas, etc. Por

tanto,

la mayoria de productos agricolas pueden ser

susceptibles de

contaminacion casi en cualquier momento, desde su produccion en el campo,

durante la cosecha, en el transporte y en el almacenamiento (Rodriguez-Carrasco

et al., 2013)

Tabla 2. Tabla de micotoxinas encontrados en alimentos y sus niveles permisibles segun
la FDA (2004).

Niveles Niveles con . .
Micotoxina Alimento comunes episodios Niveles pelr:rglzlbles de la
(mg/kg) | téxicos (mg/kg)
cacahuate 2-6. 30-125
mantequilla de
cacahuate 10 14-213 20 ppb (pg/kg) en
aflatoxina alimentos; 0.5 ppb
Cacahuate 20 30-230 aflatoxina M1 en leche
azucarado
Maiz >10
productos de 2 ppm en.germen seco de
maiz 01-12. >20.000 maiz molido; 3 ppm en el
; maiz para las palomitas; 4
ppm en los productos
o derivados del maiz, del
fumonisinas salvado del maiz y de la
Maiz (de varios masa parcialmente
paises) 30-2.000 desgerminada
>25 (rifion del
cebada <3 cerdo)
Trigo r21;r(i)r-12agggl 3800 (cebada en
OTA an la republica Ningun nivel es permisible
P checa)
Maiz (trazas)
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2.3 Mecanismo de sintesis

El metabolismo primario de un organismo es el conjunto de reacciones quimicas
(degradacion sintesis) catalizadas por enzimas, las cuales proporcionan al
organismo la energia, los compuestos intermediarios para la sintesis y

macromoléculas clave para su desarrollo.

El metabolismo secundario comprende el proceso de sintesis en el que los
productos finales, metabolitos secundarios, no juegan un papel primordial para el
organismo. Y estos a su vez dan lugar a una gran diversidad de moléculas, tales

como las micotoxinas.

Los mecanismos de regulacion del metabolismo secundario son muy complejos,
ya que estos dependen de la disponibilidad del sustrato y del desequilibrio

progresivo entre los nutrientes (Darwish et al., 2014).

2.3.1 Factores que regulan el mecanismo de sintesis

Los hongos toxigénicos crecen mejor bajo ciertas condiciones ambientales, sin
embargo, la presencia de estos hongos no implica una sintesis de micotoxinas,
puesto que la produccion de metabolitos secundarios no es esencial para el

microorganismo.

Las condiciones a las cuales son producidas las micotoxinas, son muy especificas
e independientes de aquellas requeridas para el crecimiento del hongo. De forma
contraria, la ausencia visible de hongos no significa que las micotoxinas no
puedan estar presentes, dado que pueden permanecer en el producto tiempo

después de que el hongo productor ha desaparecido.

Los principales factores que influencian el crecimiento y produccién de toxinas de
Aspergillus son temperatura, pH y humedad. Sin embargo los factores ambientales
también participan, asi como los factores quimicos y biolégicos los cuales juegan

un papel importante (Marroquin-Cardona et al., 2014).
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2.3.1.1 Factores extrinsecos

2.3.1.1.1 Temperatura

Los hongos son capaces de sobrevivir bajo un amplio rango de temperaturas en
los ambientes donde habitan. La temperatura de crecimiento reportada para
hongos es de 10-35°C, con excepcion de algunas especies que son capaces de

crecer fuera de este rango.

En general la temperatura 6ptima para la produccion de micotoxinas es por debajo
de la temperatura de crecimiento. Por lo cual este factor puede ser considerado un
factor ambiental para controlar o prevenir la produccion de micotoxinas en
alimentos, principalmente en almacenamiento. Sin embargo la temperatura no es
facilmente controlable, particularmente en productos agricolas (Miraglia et al.,
2009).

2.3.1.1.4 Factores nutricionales

Todas las formas de vida incluyendo los hongos, requieren material exégeno para
construir la biomasa. Como heterétrofos, los hongos requieren compuestos
organicos para la sintesis de la biomasa (metabolismo anabdlico) y para producir
la energia para producir estas reacciones (metabolismo catabdlico). Estos
aspectos del metabolismo son frecuentemente referidos como metabolismo
primario (Klich, 2007).

Los hongos utilizan un numero de fuentes de carbono diferentes para la sintesis
de carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y proteinas. La oxidacion de azucares,

alcoholes, proteinas, lipidos y polisacaridos lo proveen de una fuente de energia.

Los hongos requieren de una fuente de nitrégeno para la sintesis de aminoacidos
para proteinas, purinas y pirimidinas para acidos nucleicos, glucosamina para

quitina, y varias vitaminas

Los hongos requieren sulfuro, fosforo, magnesio y potasio que pueden estar

disponibles en forma de sales. Los elementos traza como hierro, cobre, magnesio,
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zinc y molibdeno son requeridos como cofactores para las enzimas pero en

grandes cantidades son toxicos par algunos hongos (Klich, 2007).

2.3.1.2 Factores Intrinsecos

La produccién de micotoxinas esta influenciada por el genotipo del organismo
como por el ambiente fisicoquimico. La produccion de cualquier micotoxina

depende de la cepa y no solo de la especie (Darwishet al., 2014).

2.3.1.2.1 Actividad de agua (Aw)

Los requerimientos de humedad de hongos que atacan productos alimenticios son
relativamente bajos, muchas especies crecen a 0.85Aw 0 menos, aunque algunas
levaduras requieren generalmente una alta actividad de agua. 0.60 Aw es
considerada el limite para crecimiento celular, pero las esporas de Aspergillus y
Penicillium por ejemplo, son capaces de sobrevivir a bajos Aw por varios afnos
(Mousa et al., 2013).

2.3.1.2.2 Concentracion de lon Hidrogeno (pH)

La concentracion del ion hidrogeno en un medio puede afectar el crecimiento
indirectamente por su efecto en la disponibilidad de nutrientes o directamente por
su accion en la superficie celular. ElI requerimiento acido/alcalino para el
crecimiento de levaduras y hongos es muy amplio, el rango va de un pH de 3
hasta 8, con un 6ptimo alrededor de pH 5, si los requerimientos nutritivos son
satisfechos, En general, las especies de Aspergillus son mas tolerantes a un pH
alcalino mientras que las especies en Penicillium parecen ser mas tolerantes a pH

acido.
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En 1991 wheeler et al., observaron que a valores cercanos a un pH neutro, los
hongos compiten con bacterias por el espacio, y a altos valores de Aw la mayoria
de los hongos no muestran competitividad en el medio. Sin embargo, donde la Aw
es menor a 0.90, los hongos se vuelven dominantes independientemente del valor
del pH (Mousa et al., 2013).

2.6 Impacto en la salud

La ingestion inhalaciéon y/o absorcion de micotoxinas, produce enfermedad e
incluso la muerte en animales y personas. Los érganos y sistemas mas afectados
incluyen el sistema nervioso central, sistema gastrointestinal, sistema inmune,

higado, rifidn y piel.

El principal efecto de intoxicacion por micotoxinas reportado, es la deterioracion
del higado o la funcién renal, los cuales a largo plazo pueden inducir cancer.
Algunas toxinas afectan la replicacion del ADN y representan efectos mutagenos o

teratdégenos.

Por otro lado, existen micotoxinas, que en bajas dosis, pueden ocasionar
temblores incesantes en animales, pero que con una dosis ligeramente mas alta,

pueden causar dafio cerebral e incluso la muerte (Zain, 2011).

Asi también existen neurotoxinas, que en bajas dosis, pueden ocasionar temblores
incesantes en animales pero con una dosis ligeramente mas alta, pueden causar
dafo cerebral e incluso la muerte. A su vez se ha determinado que existen dos
tipos de toxicidad: la aguda y la cronica. En la toxicidad aguda el individuo
consume alimentos con una alta carga de micotoxina, por otro lado en la toxicidad
cronica el individuo consume alimentos con una baja carga de micotoxina pero de

manera repetida a lo largo de un cierto periodo de tiempo (Zain, 2011).
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El comité mixto FAO/OMS (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon/ Organizacion Mundial de la Salud) de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) ha evaluado, en diferentes sesiones, los efectos
toéxicos de diversas micotoxinas, concluyendo que el riesgo de intoxicacion aguda
es entre moderado y bajo en comparacion con otras familias de compuestos de
origen microbiolégico. Sin embargo el riesgo se incrementa, segun el organismo

de Naciones Unidas, cuando se habla de efectos cronicos (FAO b, 2003).

2.6.2 Estrategias para reducir la exposicion a micotoxinas

El principal método para prevenir la exposicion a las micotoxinas es evitar el
ingerir alimentos contaminados por hongos, a pesar de ellos, gran parte de la
poblacién mundial se enfrenta a la falta de seguridad alimentaria por lo que se ven
obligados a consumir alimentos contaminados. Las poblaciones que dependen en
gran medida de cultivos basicos que son propensos a la contaminacion por moho,
tienen el mayor riesgo de exposicion a las micotoxinas (Marroquin-Cardona et al.,
2014).

Por otro lado se han propuesto multiples estrategias de intervencion para prevenir
y/o mitigar la exposicidén a las micotoxinas. Entre ellas figuran las estrategias de
prevencion primaria, cuyo objetivo es evitar la exposicion, y las estrategias de
intervencion secundaria, que modulan el metabolismo, reduciendo asi la dosis
interna (Kensler et al., 2011). Se han revisado las estrategias de intervencién
primaria y secundaria que abordan la exposicién a las micotoxinas. Los autores
describen ejemplos de estrategias de prevencién primaria, incluyendo el uso de la
educacion comunitaria en ensayos de intervencién post-cosecha (Turner et al.,
2005).
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Se ha propuesto el disefio de productos que contengan cepas de hongos
competitivas para algunas micotoxinas (aflatoxinas) y actualmente se utiliza en
Benin y Kenia (Klueken et al., 2016). Del mismo modo, el desarrollo de cultivos
resistentes a las micotoxinas es una estrategia alternativa para hacer frente a la
carga de las micotoxinas. Por ejemplo, en el caso de los tricotecenos, la
investigacion de los cultivos resistentes se ha centrado en el trigo y la cebada, que
son los granos mas comunmente afectados (Foroud y Eudes, 2009). También se
ha investigado la cria de cultivos de resistencia Aspergillus flavus para reducir la

produccion de AF.

Una de las alternativas mas importantes a nivel mundial, es el uso de compuestos
quimicos con caracteristicas antifungicas, que son utilizados como conservadores

en la industria alimentaria como por ejemplo:

e Acido benzoico y benzoato de sodio
e Acido sérbico y sorbatos

e Acido propiénico y propionatos

e Acido acético y acetatos

e Didxido de azufre y sulfitos

2.5 Agentes antifungicos

Un antifungico o antimicoético engloba cualquier sustancia capaz de producir una
alteracién tal de las estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su
desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia (Gregori-Valdés,
2005).

Los antimicéticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y mecanismos de accion. La clasificacion se realiza segun su
estrcutura en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros; de acuerdo con su origen
de sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimicas;
de acuerdo con su espectro de accidn en: amplio o restringido y de acuerdo con el

sitio de accion (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de los antifungicos de acuerdo a su estructura y sitio de accion

Estructura Antifungico Sitio de accion
s Polienos: anfotericina, nistatina y nitamicina En membrana
Antibiético - - -
No polienos: griseofulvin celular

Imidazol:miconazol, clotrimazol
Triazoles: fluconazol, itraconazol,
Azoles ketoconazol

En membrana

: — : celular
Triazoles de segunda genracién: voriconazol
ravuconazol, posaconazol
Pirimidinas | F|,citosina En el nucleo

fluoradas

En membrana
Alilaminas Terbinafina, naftitina celular

Papulacandinas
Triterpenos glicosilados

Lipopéptidos | Equinocandinas: caspofungina, En pared célula
anidoulofungina
micafungina

Otros Yoduro de potaio, ciclopirox tolnaftano

(Thompson Il et al., 2009)

2.5.1 Mecanismos de accion de los agentes antifungicos

2.5.1.1 Compuestos que intervienen en la funcion de la membrana
citoplasmatica.

La actividad de los tres grupos de antifungicos de mayor uso clinico (polienos,
azoles y alilaminas) esta dada por la inhibicion de la sintesis del ergosterol o
interactuando directamente con este. El ergosterol es un biorregulador de los
fluidos de la membrana y por tanto de la integridad de la célula fungica (Gregori-
Valdés, 2005).

Desde la década de los 50 hasta el descubrimiento de los azoles, los polienos
fueron considerados el estandar en el tratamiento sistémico de las infecciones

fungicas. En la actualidad Amfotericin B continua siendo uno de los mas efectivos
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dentro de los antifungicos disponibles, sin embargo su utilidad clinica se ve

limitada debido a su alta toxicidad (Palacio et al., 2002).

Existe una marcada asociacion entre la susceptibilidad a los polienos y la

presencia de esteroles de la membrana celular eucariota.

Todos los organismos sensibles a los polienos (levaduras, algas, protozoos)
contienen esteroles en la membrana celularn no asi los organismos resistentes a

estos compuestos(Mikamo et al., 2002).

Para muchos polienos, como Anfotericin B, se ha propuesto que la interaccién de
los antifungicos con los esteroles de la membrana produce poros acuosos. Estos
consisten en un anillo de 8 moléculas de Anfotericin B unidas hidrofébicamente a
los esteroles de la membrana. En esta configuracion los residuos hidroxil polieno
quedan dirigidos hacia dentro, lo cual altera la permeabilidad de la célula y
provoca la salida de componentes vitales el citoplasma trayendo consigo la muerte
celular. También se ha sugerido que la anfotericina B causa dafios oxidativos a la
membrana plasmatica y que la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos

esta implicada en la susceptibilidad de las levaduras a los polienos.

La resistencia a los polienos ocurre por la disminucion en el contenido de
ergosterol o sustituyendo el ergosterol por otros esteroles con menos afinidad por

los polienos (Thompson Il et al., 2009).

Las alilaminas son agentes fungicidas sintéticos que producen una inhibicidon no
competitiva de la escualeno epoxidasa, enzima que junto a las escualeno ciclasa
convierte el escualeno en lanosterol, la muerte celular es causada en mayor
medida por la acumulacién del producto intermediario mas que por la deficiencia
de ergosterol, pues el aumento de los niveles de escualeno puede incrementar la

permeabilidad de la membrana (Thompson Il et al., 2009).

Los azoles son farmacos lipdfilos que actuan alternando funcionalmente la
membrana fungica mediante la inhibicion de la sintesis del ergosterol. Aunque los
azoles de mas reciente aparicion son inhibidores de la 14a-demetilasa, existe una

heterogeneidad de accién entre estos antifungicos. Los mas primitivos (Miconazol,
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Econazol y Ketoconazol) tienen un complejo modo de accion, inhibiendo varias
enzimas que intervienen en la biosintesis de los lipidos de la membrana
(Nosanchuk, 2008).

Varios autores plantean que el sitio primario de accion de estos compuestos es
una hemo proteina, dependiente del citocromo p-450, la cual co-cataliza la 14a-
desmetilacion del lanosterol: precursor del ergosterol. La inhibicion de la 14a-
demetilasa provoca una disminucion del contenido de ergosterol en la membrana
de la célula fungica y la acumulacién de los precursores lo cual trae como
resultado una alteracién en la estructura y funcién de la misma (Yeo y Wong,
2005).

2.5.1.2 Compuestos activos frente a la pared celular

El mecanismo de accion de las aculeacinas, equinocandinas y papulocandinas
esta basado en la inhibicion competitiva de la B —(1,3)-glucano sintetasa viéndose
de esta forma afectada la formacion de B-glucano. El tratamiento de los hongos
con esto compuestos inhibe la sintesis de la estructura del glucano sin afectar los
acidos nucleicos y la sintesis de manano. Los inhibidores de la sintesis de glucano
también tienen efecto secundario en otros compuestos de la célula intacta
incluyendo una reduccion en el contenido de ergosterol y lanosterol y una
incremento en el contenido de quitina en la pared celular (Nosanchuk, 2008;
Thompson Il et al., 2009). La inhibiciéon de la B-(1-3)-glucano sintetasa provoca
cambios citolégicos y ultraestructurales en el hongo -caracterizado por el
crecimiento de seudohifas y espesamiento de la pared celular (Kanafani y Perfect,
2010).

En base a tal mecanismo se ha planteado una homologia con penicilina y sus
derivados que actuan sobre transpeptidasas y sintetasas en la pared bacteriana
(PBP). Dados que las células de mamiferos carecen de pared celular, este blanco

de accién es 6ptimo para los antifungicos. La consecuente deplecion del glucano
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de la pared fungica lleva a un colapso osmatico, balonamiento y finalmente lisis de

la célula fungica (Diomedi, 2004).

El mecanismo de resistencia intrinseco a la caspofungica se ha estudiado en
hongos en los que este farmaco es inactivo, como Saccharomyces cerevisae, y
parece estar ligado a la sobreexpresion de la proteina Sbep del aparato de Golgi,
controlada por el gen GAL1, que regula los mecanismos de transporte de
componentes celulares hacia la pared fungica. Ello explica la resistencia natural de

algunos hongos a este antifungico (Bidart, 2004).

Las polioxinas y nikomicinas se comportan como inhibidores competitivos de la
enzima quitina sintetasa debido a que estas sustancias son estructuralmente

similares a la uridina difosfato-Nacetilglucosamina, sustrato de la enzima.

Su reducida toxicidad se contrapone a su baja eficacia en modelos animales de
candidasis cuando se suspende el tratamiento, a pesar de que en otras

infecciones como coccidioidomicosis y blastomicosis si se activa (Bidart, 2004).

Las paradimicinas fueron aisladas a partir de un cultivo de Actinomadura hibisca,
estos antibidticos forman un complejo insoluble con los mananos presentes en la
pared celular fungica en presencia de iones Ca2+ lo que altera la permeabilidad
de la membrana y conduce a la muerte celular de tipo apoptosis. La resistencia a
fosfotransferasa YPD1, asi como por mutaciones en el dominio de glicosidacion de

la proteina osmosensora SLn1 (Hiramoto et al., 2005).

2.5.1.3 Compuestos activos frente a acidos nucleicos

La 5-Fluorocitocina (Flucitosina) es una pirimidina fluorinada sintetizada en 1957,
como un analogo de la citosina, con el objetivo de ser empleada en el tratamiento
de leucemia. De forma general actua inhibiendo el matabolismo de la pirimidina
por interferencia en la sintesis de RNA, DNA y proteina en la célula fungica.

Flucitosina penetra a la célula fungica ayudada por la enzima citosin permeasa.
Una vez en el interior es desaminada a 5-Fluorouracilo el cual es incorporado al

RNA. Entonces la uridina 5- monofosfato pirofosforilasa convierte el fluorouracilo
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en fluorodeoxyuridina monofosfato la cual inhibe la timidilato sintetasa e interfiere
la sintesis de ADN. Esta droga tiene una toxicidad selectiva a los hongos ya que
las células de mamiferos carecen de citosina permeasa y de esta forma no se
produce el paso de flucitosina a 5-fluorouracilo. La resistencia primaria a
flucitosina se debe a mutaciones en cualquiera de las enzimas involucradas en su
transporte (citosina permeasa), metabolismo (citosina  deaminasa,
uracil:fosforibosil transferasa) y/o a su incorporacién en el ARN (Thompson Il et
al., 2009). Flucitosina es esencialmente un agente antilevadura, activa contra

candidas y sus especies, Criptococcos neoformans y algunos hongos negros.

En la actualidad su mayor uso esta dado por la aplicacion de terapias combinadas
con otros anifungicos, sobre todo de aquellos que presentan como sitio de accién

la membrana de la célula fungica (Schwarz et al., 2003).

2.5.1.4 Compuestos que inhiben la sintesis proteica

Las sordarinas son productos naturales aislados originalmente a partir de Sordaria
araneosa. Las mismas se unen con elevada afinidad al factor de elongacion 2 (EF-
2) en presencia de los ribosomas e inhiben la sintesis proteica al bloquear el ciclo
de elongacion en los pasos iniciales de la traslocacion, previo a la hidrolisis de
GTP, estos compuestos actuan selectivamente sobre los hongos pero no sobre
eucariotas superiores(Nosanchuk, 2008). Mutaciones en el factor de elongacion
EF2 o en las proteinas ribosomales rpP0O confieren resistencia a las sordarinas,

aunque el primero es el de mayor especificidad (Nosanchuk, 2008).

2.5.1.5 Compuestos que inhiben el ensamble de los microtubulos

La griseofulvina es un antibiético producido por varias especies de Penicillum cuyo
espectro de accion esta restringido exclusivamente a los dermatofitos. Su accion
esta limitada a bloquear la reproduccion del hongo ya que inhibe selectivamente el
proceso de la mitosis. Actua solamente sobre los hongos que se encuentran en

fase reproductiva en el caso del ACG este ejerce actividad antimicrobiana al
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alterar la estructura y la funcién de la membrana citoplasmica, lo que altera la

fuerza motriz de protones, el flujo de electrones y el transporte activo.

El mecanismo responsable de Ila toxicidad de los fenoles para los
microorganismos también puede incluir la inhibicion de enzimas por la oxidacion
de compuestos, posiblemente a través de la reaccidn con grupos sulfidrilos o a

través de interacciones mas inespecificas con las proteinas (Almeida et al., 2006).

2.5.1 Agentes antifungicos usados en la industria alimentaria

La calidad y la seguridad de los alimentos son temas que han sido ampliamente
estudiados a lo largo del tiempo. El problema de los contaminantes en los
alimentos ha sido reconocido en gran parte del mundo, por lo que se han utilizado
a lo largo de los afios en la industria alimentaria compuestos quimicos que poseen
caracteristicas antimicoticas que puedan inhibir el crecimiento de los
microorganismos en los alimentos, y en el caso de hongos evitar la produccion de

toxina para las cepas productoras (Villeda-Moreno, 2010).

Para la prevencion del crecimiento de hongos en los alimentos, pueden emplearse
diferentes métodos tanto fisicos como quimicos, dentro de los métodos quimicos
tenemos el uso de conservadores, los mas utilizados en la actualidad por la

industria alimentaria son los siguientes;
Acido sérbico (C¢HsO5)

El acido sérbico y los sorbatos poseen caracteristicas antifungicas y a su vez
presentan un amplio rango de actividad antimicrobiana, es altamente eficaz para

retrasar la toxicidad de Clostridium botulinum en pescado fresco.
Sorbato de potasio (CsH;02K)

El sorbato de potasio es empleado como conservador en alimentos ya que actua
principalmente contra el crecimiento de hongos y levaduras, es principalmente

utilizado en productos lacteos y en el pan de centeno.
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Sorbato de sodio (C¢H;0.Na)

Es un conservante natural o sintético. Es un derivado del acido sorbico, se utiliza

principalmente para prevenir el crecimiento de hongos y levaduras en alimentos.
Sorbato de calcio (C12H14Ca0,)

El sorbato de calcio es empleado como inhibidor de crecimiento de levaduras,

mohos y hongos productores de aflatoxinas.
Acido benzoico (CsHs-COOH)

Es utilizado ampliamente por sus caracteristicas antimicrobianas en los alimentos,
su parte no disociada es la responsable de la actividad antimicrobiana,
presentando su maxima actividad en el margen de pH 2.5-4.0, por lo tanto son

ineficaces en productos cuyo pH tiene un valor superior a 5.
Acido acético (CH3-COOH)

El acido acético es utilizado como conservador en alimentos previniendo el
crecimiento de bacterias y hongos. De igual manera es agregado en algunos
alimentos como la mayonesa para incrementar un efecto de inactivacion contra
Salmonella, el acido acético presenta su mayor actividad a niveles bajos de pH.

Por lo que suele ser utilizado en alimentos acidos.

2.5.5 Bio-conservacion en alimentos

La Bio-conservacion en alimentos consiste en el uso de conservadores naturales
como; bacterias, hongos, plantas, animales, que tienen la habilidad de proteger os
alimentos debido a que cuentan con actividad antimicrobiana contra un amplio

espectro de patdégenos presentes en alimentos.
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Los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana pueden ser producidos
por frutas, vegetales, semillas, hierbas, especias y microorganismos como

microbios y hongos.

Se ha demostrado que diversos compuestos bioactivos que se encuentran en
extractos de plantas y vegetales han presentado actividad antioxidante,
antimicrobiana, anticancerigena, etc., estos compuestos bioactivos se encuentran
divididos en dos categorias: Los aceites esenciales y los extractos (Pisoschi et al.,
2018).

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos naturales de
hidrocarburos, compuestos oxigenados, y sulfurados. Dentro de los cuales se
encuentran presentes compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos,

aldehidos, acidos organicos, saponinas, entre otros (Pisoschi et al., 2018).

La estructura quimica de los compuestos bioactivos se encuentra directamente
relacionada con su actividad antimicrobiana, la cual a su vez se encuentra

influenciada por la presencia y la posicion del grupo —OH (Pisoschi et al., 2018).
Los compuestos bioactivos mas importantes presentes en extractos naturales son;

e Quinonas : quinona, hipericina

¢ Flavonas y flavonoides: flavona, catequina, crisina
e Taninos: penta galoil glucosa, procianidina

e Cumarinas: cumarina, 7- hidroxicumarina

e Compuestos fendlicos: eugenol , catecol y Acido caféico (Acido clorogénico)
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2.7 Acidos clorogénicos

Los acidos clorogénicos son esteres formados con el acido quinico y un acido
hidroxicinamico (Figura 7), (acido caféico, ferulico o un acido p-cumarico) y fue
obtenido en un forma cristalina por primera vez a partir de granos de café, se

pensaba que este compuesto era un glucdsido de acido caféico (Hulme, 1952)

R1 R;
HO _COMH % L O;H H H Cinamico
" on R1 OH OH Cafeico
OH R2 OH OCH: Ferlico
Acido auinico Acido cindmico OH H p-Cumirico

Figura 7. Acidos fendlicos que conforman a los ACG.Fuente: Hulme, 1952,

Los 4&cidos clorogénicos se dividen en tres grupos principales: Acidos
cafeoilquinicos, dicafeoilquinicos vy feruloilquinicos. Cada uno de estas

clasificaciones muestra los sustituyentes en el acido quinico en la Tabla 4.

Tabla 4. Acidos clorogénicos.

o Aci o
Acidos cafeoilquinicos . c.|dost . Acidos feruloilquinicos
(CQA) dicafeoilquinicos (FQA)
(diCQA)
Ac. 3-CQA Ac. 3,4-diCQA Ac. 3-FQA
Ac. 4-CQA Ac. 3,5-diCQA Ac. 4-FQA
Ac. 5-CQA Ac. 4,5-diCQA Ac. 5-FQA

(Hulme, 1952)
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Los acidos clorogénicos (ACG) se encuentran ubicados como los mayores
componentes fendlicos del café y de algunas otras frutas y verduras. Es
importante resaltar que el contenido de acidos clorogénicos depende la especie y
de la variedad de café, los granos de café arabiga contienen menos ACG que los

granos de café robusta.

El acido 5-cafeoilquinico es el principal constituyente de los acidos clorogénicos
(Figura 8) encontrados en el café verde, en una proporcién de 7-14% segun la
especie (Figura 9) (Clifford, 1985).

OH
OH OH

20H [ OH

HOOC OH

OH & | 5/ o
g HDDCNDH

, OH OH
Acido Meoclorogenico

(Acido 3-Cafeoilquinico (3CQAY) . Acido Clorogénico
(Acido 5-Cafeoilquinico (5-CQA})

oH COOH
HO
oH | OH 0 3 oH
4 0

OH ogH ©O g
~ Acido Criptedorogénico s R OH
[Acido 4-Cafecilquinico (4-CQA))
OH
(.-"\Cido 3 4-Dicafeailquinico (3,4-diCQA))

COOH
5 N\Qo H HO
0 0
HO 0 3
4 o OH HO s Mg b OH
O-g kﬁ\@g H HO HO OH
OoH Acido Isoclorogénica

(.f\cido 4 5-Dicafecilquinico (4, 5-diCQAJ) (.fkcido 3,5-Dicafeoilquinico (3, 5-diCQA))

Figura 8. Estructura de los principales acidos
clorogénicos.Fuente: Clifford, 1985.
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Coffea arabica

Coffea canephora

Figura 9. Proporcioén del acido 5-cafeoilquinico en café verde. Fuente: Propia

De acuerdo con (Clifford, 1985) y algunos datos cromatograficos, la especie C.
canephora pierde alrededor de 8-9g de acidos clorogénicos cuando 100 g de
granos de café verde son sometidos a un tostado oscuro, mientras que el género
arabica pierde entre 5-6 g. El género robusta pierde ligeramente mas acido 5-
cafeoilquinico pero aproximadamente el doble de acido ferruloilquinico vy

dicafeoilquinico comparado con el género arabica.

Las pérdidas de los acidos clorogénicos las cuales son determinadas por
colorimetria son bastantes pequefas, indicando la presencia de productos de

degradacion.

Asi mismo (Oestreich-Janzen, 2013) establece que durante el tostado del café se
destruye un porcentaje significativo de ACG creando una serie de productos de
transformacién que pueden ser unicos para el café como las lactonas, esto explica
la diferencia de pH del café comercial con diferentes grados de tostado (Hoffmann
y Somoza, 2004 ).

2.7.1 Actividad antioxidante de los acidos clorogénicos

Un antioxidante es toda sustancia presente a bajas concentraciones respecto a las
de una molécula oxidable, que retarda o previene la oxidacion de este sustrato, el
antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén, se debilita su
accion y en algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse a su forma

primitiva por la accién de otros antioxidantes (Bacallao et al., 2002)
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Los acidos clorogénicos, fenilico y caféico se ha observado que presentan
propiedades antioxidantes in vitro, que pudieran contribuir a la prevencion de

enfermedades cardiovasculares.

Investigaciones in vitro han revelado que el acido caféico y otros compuestos
fendlicos como los acidos cinamicos o ferulico, incubados en presencia de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), incrementan la proteccion de estas

lipoproteinas contra la oxidacion con la relacién caféico> cinamicos > ferdlico.

En 1995 fue reportados por Kido y Morishita que el ACG tiene efecto inhibitorio
sobre la activad lipoxigenasa en el metabolismo de la prostaglandina, inhibicion de
la oxidacion de la vitamina A, proteccidon contra la oxidacién de la epinefrina e

inhibicion de 5,6-epoxidacion del acido retinoico.

La capacidad de atrapar radicales libres DPPH por 5-CQA y 3,5- DCQA fue mas
alta que la presentada por el a-tocoferol y el acido ascérbico a 10 uM, ademas
éstos ACG también inhiben la formacion del dieno conjugado en la peroxidacion
del acido linoleico mostrando actividad inhibitoria mas fuerte que los 3,5- DCQA

que el 5-CQA y el acido ascorbico (Iwai et al., 2004).

En dicho estudio proponen un mecanismo de la actividad antioxidante en el que
primero el ACG puede actuar como donador de atomos de H a los radicales peroxi
y puede reaccionar con otros radiales peroxi convirtiéndoles en productos menos

activos (Figura 10).

OH 5
oy LOOH
OH OH
ff

CH o]0} CH  LOO"  Loo CH
T CH i
GO CO GO
R A R

Figura 10. Mecanismo propuesto de la actividad antioxidante por el acido
clorogeénico.Fuente: lwai et al., 2004
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2.7.2 Propiedades quelantes y anticancerigenas

La exposicion a compuestos N-nitroso incrementa el riesgo de cancer, los seres
humanos estan expuestos a éstos compuestos en la comida, agua y aire, ademas
de los compuestos N-nitrosos que se generan de manera enddgena por los acidos

del estbmago (leaf et al., 1991).

En 1991 Leaf et al., observaron el efecto del café sobre la nitrosiacion en humanos
y para ello, utilizaron N-nitrosomorfina como marcador, ya que no es mutagénico,
carcinogénico o metablizable y es excretado por la orina, ademas de administrar
nitrato y prolina a voluntarios durante 5 dias y café descafeinado instantaneo en
tres de los 5 dias, la cantidad fue semejante a la contenida en una taza de café,
los resultados demostraron que le café no incrementa en altas concentraciones y
podra disminuir potencialmente la nitrosiacion endégena en humanos reduciendo

asi el riesgo de padecer cancer.

2.7.3 Reduccion del riesgo de Diabetes tipo I

Se ha observado que los ACG pueden disminuir la absorcion de carbohidratos en
el cuerpo, por inhibicion del transportador de glucosa; glucosa-6-fosfatasa, enzima
que cataliza el final de la reaccidén de glucogendlisis y gluconeogénesis, las dos
principales vias metabdlicas hepaticas de la glucosa (Bassoli et al.,2001; Clifford
b, 1999; McCarty, 2005).

El café instantaneo, el cual contiene ACG, inhibe mas del 50% la actividad de la 6-
glucosa fosfatasa sobre una fraccion microsomal de hepatocitos, donde la enzima
se encuentra y el ACG no tiene entrada a la célula (Bassoli et al., 2001). Ademas
el café es buena fuente de magnesio el cual tiene efectos favorables sobre el

metabolismo de la glucosa (Greengberg et al.,2011).
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2.7.4 Efecto contra la acumulacion de grasas

Tanto la cafeina como el ACG han mostrado una tendencia a reducir las grasas y
los triglicéridos hepaticos. En un estudio in vitro en donde se administré extracto
de granos de café verde, cafeina y acido clorogénico en forma oral, durante 14
dias a ratones machos, se evaluaron los triglicéridos hepaticos, la absorcion de
grasa y activacion de la enzima carnitina palmitoiltransferasa (CPT), los resultados
mostraron una reduccion de la grasa visceral y peso corporal con 0.5 y 1% de
extracto de granos de café, mientras que con 60 mg/kg dia de ACG se reduce el
nivel de triglicéridos hepaticos, el acido neoclorogénico (0.055%) y una mezcla de
acidos feruloilquinicos (0.081%), suministrados durante 6 dias, mejoro
significativamente la actividad de la carnitina actua como supresor de la absorcion
de grasas, mientras que el ACG reduce los niveles de triglicéridos hepaticos
(Greengberg et al.,2011; Shimoda et al., 2006).

2.7.5 Biodisponibilidad del Acido Clorogénico

En un estudio realizado por Lafay et al., en el afio 2006 el cual fue llevado acabo
con ratas analizando la manera bajo la cual el ACG es absorbido por la mucosa
del intestino y el sitio de absorcion a lo largo del tracto gastrointestinal, ellos
encontraron estable al ACG en el estbmago y en el intestino delgado, por otra
parte se detectd que después de 1.5 h en el plasma y en la orina, sugiriendo una
absorcién en la parte alta del tracto gastrointestinal, parte del ACG fue recuperada
en el efluente intestinal como acido caféico mostrando la presencia de actividad de

esterasas en la mucosa intestinal.
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2.7.6 Propiedades antimicrobianas del acido clorogénico

Suarez-Quiroz et al. (2004) probaron al ACG y a la cafeina productos antifungicos,
en donde observan que el ACG tiene poco efecto sobre la velocidad de
crecimiento de Aspergillus ochraceus; mientras que un incremento en la
concentracion de cafeina disminuye notablemente el crecimiento, sin embargo,

ambos componentes disminuyen la produccién de Ocratoxina A (OTA).

La actividad antimicrobiana de los fenoles no depende solamente de su estructura,
también de las condiciones ambientales, asi lo muestra el acido caféico, que
muestra baja capacidad para inhibir a Listeria, comparado con otros acidos
hidroxicinamicos derivados, debido al alto grado de hidxoxilacion, las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) sobre 5 cepas de Listeria
monocytogenes se encontraron entre 0.20 % y 0.27 % (p/v) para los acidos
hidroxicinamicos (acido caféico, acido p-cumarico y acido ferulico) pero ACG no
fue efectivo a 1.0 % (p/v). Los acidos hidroxicinamicos tuvieron un efecto
bactericida a pH de 4.5 y un efecto bacteriostatico a mayor pH. En contraste, ACG
inhibié el crecimiento de L. monocytogenes a pH de 6.5 (Wen et al., 2003), por
otra parte el pH y el cloruro de sodio son importantes, debido a que producen
cambios fisioldgicos en el microorganismo, y éstos cambios hacen mas

susceptible a la célula a los polifenoles (Canillac y Mourey, 2004).

Almajano et al. (2007) Encontraron que el acido caféico muestra efectos
antimicrobianos, dependiendo del pH sobre E. coli, Psudomonas aeuroginosa,
Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes y
Candida albicans, los valores de la concentraciéon minima inhibitoria fueron mas
bajos a valores de pH bajos, lo que indica que el acido caféico es menos efectivo

cuando se encuentra en medios cercanos a pH neutral.
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En un estudio para evaluar la acciéon antimicrobiana de extractos de Pluchea
symphytifolia se observd que el extracto acuoso poseia un efecto antibacterial y
antisecretorio mientras que el extracto lipidico mostré una actividad antihelmintica.
Al aislar y elucidar los compuestos de los extractos, se encontré que el acido 5-
CQA (ACG), 3-CQA, 4-CQA, 4,5-diCQA entre otros acidos fendlicos, eran
responsables, en su mayor parte, de los efectos observados en los extractos;

antibacterial y antihelmintica (Scholz et al., 1994).

Otro efecto antimicrobiano de los ACG que ha sido estudiado es en la proteccién
de los dientes. Investigaciones han mostrado que los ACG forman una pelicula
protectora contra la bacterias Streptococcus mutans la cual ha sido identificada
como el agente causal de la caries dental, debido a su capacidad para adherirse a
los dientes y producir acidos metabdlicos. EI ACG fue probado contra esta bacteria
a 2 mg/mL de concentracidon, dando un diametro de inhibicion de 7.58+0.38 mm y
en ACG + extracto acuoso de café 8.25+0.66 mm (Almeida et al., 2006).

Por otro lado Ruesgas-Ramon. (2019) realizé un estudio en el que caracterizo y
valorizo biomoleculas extraidas de granos de café verde y cacao. Entre los
compuestos estudiados se encuentran los ACG. Los cuales fueron disueltos en
diferentes mezclas de solventes emergentes Illamados NADES (solventes
eutécticos naturales profundos), los cuales tienen la caracteristica de generar un
efecto sinérgico en la actividad antimicrobiana de algunos compuestos (Juneidi, y
Hayyan, 2016).
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2 .8 NADES (Solventes Naturales Eutécticos Profundos)

Los solventes naturales eutécticos profundos o NADES por sus siglas en inglés
(Natural Deep Eutectic Solvents) han sido clasificados como un tercer tipo de
liquidos, diferentes al agua y lipidos, los cuales se encuentran presentes en todas

las células vivas (Choi et al., 2011).

Los NADES pueden ser definidos como la mezcla de dos o mas componentes que
en su mayoria se encuentran en forma soélida en la naturaleza. Cuando dichos
componentes son mezclados en una relacion molar especifica y son sometidos a
agitacion con temperaturas por arriba de los 50°C durante 6 horas, es formado un
solvente eutéctico con propiedades diferentes a la de los compuestos individuales.
Estos solventes naturales eutécticos profundos son capaces de cambiar del
estado sdlido a liquido, aumentar la viscosidad y temperatura de ebullicion (Dai et
al., 2013).

Fundamentalmente el termino eutéctico es usado para describir unan mezcla de
dos 0 mas componentes los cuales, su composicion se encuentra muy bien
definida, muestra un uUnico y un minimo punto de fusion en la fase de diafragma
(Figura 11) (Villeneuve y Durand, 2015).
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Figura 11. Esquema de la fase de diagrama para una mezcla eutéctica binaria. Fuente :
Villeneuve y Durand, 2015.

Este punto minimo de fusién es tipicamente, significativo mas bajo que los puntos
de fusién de los componentes individuales, y reflejan afinidades no covalentes a

un nivel molecular (Villeneuve Y Durand, 2015).

Las interacciones entre los componentes ocurren de manera intermolecular a
través de puentes de hidrogeno, entre los cuales es necesario que exista un
aceptor de puentes de hidrogeno (HBA por sus siglas en inglés) y un donador de
puentes de hidrogeno (HBD por sus siglas en ingles). El proceso de preparacion
de los NADES es un proceso directo, usualmente estos son obtenidos mediante
una mezcla fisica de los componentes, la cual es acelerada mediante la aplicacion

de energia en forma de calor, y un vigoroso mezclado (Durand et al,. 2013)

La ausencia de reacciones quimicas, combinadas con el uso comun y la facil
obtencidn de una gran variedad de materiales presentes en la naturaleza tales
como; azucares, alcoholes, acidos organicos y aminoacidos. Como resultado se
obtiene un costo de produccion bajo y condiciones seguras de operacioén debido a
la baja (o ausencia) de toxicidad del producto para los trabajadores y para los

usuarios finales (Aroso et al., 2017).
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2.8.1 Preparacion de NADES

Los NADES pueden ser preparados a partir de una gran cantidad de componentes
encontrados en la naturaleza, incluyendo Cloruro de colina (ChCl), azucares,
polioles, amino acidos, y acidos organicos (Figura 12)(Yang, 2018). Estos
compuestos en estado sélido se vuelven liquido cuando se mezclan en una
combinacion especifica y una radio molar especifico. Existen tres métodos para la
preparacion de los NADES, los cuales pueden ser ajustados con algunas

modificaciones dependiendo de la naturaleza del compuesto.

1.- Mezcla con variacion de temperatura: los componentes son mezclados
alrededor de 80°C de 1-2 h en una parrilla con agitacion magnética hasta observar

una mezcla homogénea liquida transparente.

2.- Evaporacion al vacio: los componentes seran disueltos en agua antes de ser

evaporados a 50°C con evaporador rotatorio.

3.- Secado en frio: los componentes seran disueltos en agua y posteriormente

seran sujetados a un secador en frio.

Estos tres métodos dan como resultado la formacion de los mismos NADES, una
de las principales caracteristicas de los NADES es la formacion de puentes de
hidrogeno entre sus compuestos, dichas interacciones han sido demostradas por

la resonancia magnética nuclear (NMR) (Gutiérrez et al., 2009).
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Figura 12. Compuestos naturales comunmente utilizados para la elaboracion de los NADES.
Fuente : Yang, 2018.
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2.8.2 NADES en los organismos

Combinaciones similares de compuestos formadores de NADES han sido
observadas en secreciones de plantas, y en plantas que pasaban sequia o

condiciones de frio.

En 2011 Choi et al. estudiaron el espectro del néctar de las flores por RMN vy el
cual mostré estar compuesto de diferentes azucares, los cuales normalmente son
encontrados en estado sélido a temperatura ambiente pero la composicién de la
mezcla de azucares en estas secreciones es un liquido similar a las
composiciones propuestas, glucosa- fructosa- sacarosa, y esto mismo se aplica
para los componentes encontrados en la miel, la cual esta compuesta por glucosa
y fructosa. Componentes de NADES fueron también observados en plantas de
desierto de las especies Selagiela, y en diversos organismos que pueden
sobrevivir largos periodos sin el consumo de agua. Asi mismo ha sido demostrado
en diferentes investigaciones donde se demostré que el nivel de metabolitos
primarios incrementa en el caso de escasez agua aun para plantas normales,
como es el caso de Arabidopsis la cual muestra un incremento en los niveles de
azucar, aminoacidos, acidos organicos y aminas en condiciones de poca agua
(Choi et al., 2011;0psvik et al., 2017).

2.8.3 Estructura de los NADES

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) fue aplicada a algunos
NADES formados por Cloruro de colina y Urea, en busca de las interacciones

moleculares involucradas en estos tipos de solventes.

La existencia de puentes de hidrogeno en estos NADES fueron puestos en
evidencia. Abbott et al., en 2003 observaron una correlacion cruzada entre el ion
fluoruro de colina y protones desde la urea usando heteronuclear overhauser
spectroscopy (HOESY). Por otro lado Mele et al., en 2003 observaron una

interaccion directa intermolecular e intramolecular entre moléculas de 1-n-butyl-3-
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methylimidazolium tetrafluoroborato a través H-H nuclear overhauser spectroscopy
(NOESY).

En el 2013 Dai et al., determinaron las interacciones entre el 1-2 propanediol —
cloruro de colina — H;0O, estos revelaron una sefal correspondiente al proton en el
grupo metil del 1-2 propanedeiol interactuando con ambos carbonos del grupo
metil y metileno (enlazado al nitrégeno) y al carbono del cloruro de colina. Esto
implico que los protones del grupo hidroxilo del 1-2 propanediol pueden formar

puentes de hidrogeno con el cloruro de colina (Figura 12) (Durand et al., 2013).
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Figura 13. Espectro de resonancia magnetica nuclear del 1-2 propanodiol-cloruro de
colina-agua. Fuente: Durand et al., 2013.

Diferentes relaciones molares de los componentes de los NADES, puede afectar
la estabilidad de los NADES en términos de residuos en la mezcla en la fase

liquida por periodos largos de tiempo.

Por otra parte el numero de donadores o aceptores de puentes de hidrogeno, la
estructura espacial de aquellos grupos y la posicidn de los puentes parece tener
una influencia significativa en la formacion y la estabilidad de los NADES (Dai et
al., 2013).
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La caracteristica principal en la estructura de los NADES es la interaccién entre los
compuestos, formando puentes de hidrogeno los cuales han sido observados

usando resonancia magnético nuclear (NMR) (Dai et al., 2013).

Sin embargo los puentes de hidrogeno formados entre los compuestos pueden ser
progresivamente desasociados por la adicion excesiva de agua, eventualmente la
completa desaparicion de los puentes de hidrogeno y consecuentemente la
perdida de la estructura supramolecular cuando el contenido de agua supere un
50% en volumen (Dai et al., 2013). Adicionalmente, existe una relacién inversa
entre la viscosidad y la temperatura de los NADES, la viscosidad decrece cuando

existe un incremento en la temperatura (Ruesgas-Ramon, 2017).

Los estudios existentes sobre la densidad de algunas mezclas de NADES
muestran que los NADES mas polares exhiben densidades mas altas a las del
agua. Por otro lado la densidad de los NADES decrece linealmente con el
incremento de la temperatura (Alhassan et al.,2016). Los valores de pH de los
NADES, dependen de la naturaleza de la estructura quimica de los componentes y
especialmente de aquellos que son los donadores de puentes de hidrogeno (HBD)
(Abbott et al., 2003).

Un gran espectro de mezclas diferentes de NADES han sido estudiadas por las
propiedades antimicrobianas que poseen. En 2015 Wikene et al. Realizaron la
caracterizacion de la fototoxicidad antimicrobiana de curcumina disuelta en
NADES, arrojando como resultado que una de las mezclas de NADES por si sola

fue capaz de presentar actividad antimicrobiana contra bacterias gram — vy +.

En 2017 Wikene et al. Realizaron un estudio del efecto antimicrobiano de algunos
NADES contra bacterias gram + y gram -, en dicho trabajo ellos describen que los
NADES incrementan la permeabilidad de la membrana lipidica de las células
eucariotas, lo cual puede estar relacionado por su capacidad de solubilizar un

amplio rango de solutos.
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Por otro lado Juenidi et al., en 2016 realizaron un estudio de 20 diferentes
formulaciones de NADES, contra 4 cepas de hongos (Phanerochaete
chrysosporium, Aspergillus niger, Lentinus tigrinus and Candida cylindracea) para
probar su actividad antimicética. Como resultados obtuvieron que el NADES
elaborado por Cloruro de colina y Urea, exhibié una actividad antimicética muy

elevada contra la cepa de Candida cylindracea.
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3. JUSTIFICACION

Debido al riesgo que existe de ingerir toxinas producidas por hongos toxigénicos
presentes en una gran diversidad de alimentos, es de vital importancia desarrollar

compuestos quimicos capaces de evitar su desarrollo.

En la actualidad, se han estudiado compuestos quimicos que poseen propiedades
antimicrobianas capaces de inhibir el desarrollo de hongos toxigénicos, como lo es
el acido clorogénico (Acido 5-cafeoilquinico). Por otro lado, en el afio 2003 fue
desarrollada una nueva categoria de solventes, elaborada a partir de metabolitos
primarios encontrados de manera natural en las plantas mayormente. Estos
nuevos solventes fueron nombrados NADES, natural deep eutectic solvents por
sus siglas en inglés. Algunas de estas formulaciones manifiestan una actividad
antimicrobiana y propiedades diferentes a la de sus compuestos de manera

individual.

Sin embargo, no hay estudios donde se reporte la existencia de una sinergia en el
efecto inhibitorio ante hongos filamentosos por parte del acido 5-cafeoilquinico con

diferentes formulaciones de NADES.
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4. HIPOTESIS

Existe una sinergia entre el acido 5-cafeoilquinico y las distintas formulaciones de
NADES, que provocan un aumento en su actividad antifungica y antitoxigénica

contra hongos productores de micotoxinas de los géneros Aspergillus y Fusarium.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la actividad antifungica y antitoxigénica de 6 formulaciones de NADES
distintas con acido 5-cafeoilquinico contra cepas de los géneros Aspergillus y

Fusarium.

5.2 Objetivos especificos

% Formular y evaluar la estabilidad de las soluciones de NADES y determinar
sus parametros fisicos y quimicos.

+ Evaluar la actividad antifungica de las soluciones de NADES con y sin acido
clorogénico contra cepas de los géneros Aspergillus y Fusarium.

« Evaluar la actividad antitoxigénica de las soluciones de NADES y &acido
clorogénico contra micotoxinas (Aflatoxina B1, Ocratoxina A, Fumonisina
B1)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales
El material y equipo para el desarrollo del presente trabajo es descrito a

continuacioén

6.1.1 Material biolégico

Para las pruebas de actividad antimicrobiana se utilizaron cepas de coleccion de
los siguientes hongos filamentosos: Aspergillus ochraceus CBS 108.08,
Aspergillus flavus SN9y Fusarium moniliforme IB-UNAM.

6.1.2 Medios de cultivo

Medio Agar papa Dextrosa (PDA), (Agar, 15g; Dextrosa, 20g; infusion de papa, 4g;
BD®)

6.1.3 Reactivos Quimicos

Betaina, cloruro de colina, 1,4 butanediol, glicerol, acido lactico,(Sigma Aldrich
99.7% de pureza), DMSO; Dimetil sulfoxido, adquiridos por la empresa Sigma
Aldrich, Alcohol etilico potable industrial (96 % pureza),Acido acético, Acido
férmico, Tween 80 (polisorbato 80, grado NF, JT Baker®), Agua destilada estéril,
kit ELISA para Fumonisina, Ocratoxina y Aflatoxina al 95% de exactitud (Veratox®,

Neogen Corporation Ltd), Acido Clorogénico 95 % de pureza (Sigma Aldrich).
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6.1.4 Equipo de laboratorio

Lector de micropozos.

El equipo para cuantificar la produccién de micotoxinas en medio de cultivo, fue un
lector ELISA automatico para tiras de pozos. STAT FAX 4700, NEO GEN, con un
rango de 0 a 3 Abs , una exactitud fotométrica de + 1.0% y longitud de onda de
300-700 nm.

Camara de Neubauer

Para el recuento de la suspension de esporas se utilizé una camara de recuento
de neubauer, marca Propper lumicyte, Bright Lined Ruling. (1/400 SD.MM; 1/10
MM deeg).

6.2 METODOS.

La metodologia general del presente trabajo constdé de diferentes etapas, las

cuales se muestran en la Figura.14

Reactivaciénde cepas de
hongos toxigénicos (Aspergillus
flavus SN9, Aspergillus
ochraceus CBS 108.08,
Fusarium monilifoerme IB-UNAM)

Formulacion de las soluciones de NADES

con y sin acido clorogénico
|
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individuales cafeoilquinico) clorogénico viscosidad
I Aflatoxina B1
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Analizar la Fumosinia B1
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Figura 14. Diagrama de la metodologia general.
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6.2.1 Formulacion de los NADES

Los compuestos solidos utilizados para la formulacién de los nades tales como la
betaina y cloruro de colina fueron introducidos a un desecador con silica durante
16 h previo a su uso. Los compuestos presentados en la tabla 5 fueron mezclados
en reservorios de 10 mL previamente tarados, los cuales fueron colocados en una
incubadora SL Shel Lab shaking incubator con agitacion a 60°C y 330 RPM
durante 8 h hasta observar una mezcla homogénea transparente (Ruesgas-
Ramoén et al., 2017).

Se realizaron pruebas de estabilidad a cada uno de los NADES mediante dos
etapas; en la primera etapa fueron sometidos cada uno de ellos a una temperatura
de -8°C durante 24h, posterior a eso se observd si hubo alguna separacion de sus

fases.

En la segunda etapa los NADES fueron sometidos a 25°C durante 24 h. De igual
manera, se observo si existio alguna separacion de fases. Se repitid el ciclo 5

veces.
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Tabla 5. Composicion de las diferentes formulaciones de NADES.

RELACION MOLAR DE

NADE HBD M HBA M

51 cOMPONENTES (g) (g)
1 2:1 Acido Lactico 1.29 Cloruro de colina 1.00
2 2:1 Acido Lactico 1.54 Betaina 1.00
3 2:1 Glicerol 1.32 Cloruro de colina 1.00
4 2:1 Glicerol 1.57 Betaina 1.00
5 3:1 1,4 Butanodiol 1.94 Cloruro de colina 1.00
6 3:1 1,4 Butanodiol 2.31 Betaina 1.00
7 2:1 Urea 0.86 Cloruro de colina 1

HBD: Donador de enlaces de hidrogeno; HBA: Aceptor de enlaces de hidrogeno; M :

Masa (Ruesgas-Ramon ,2019).

6.2.2 Pruebas de estabilidad de NADES

Determinacion de estabilidad

Se determind la estabilidad de cada una de las formulaciones de los NADES a

partir de una centrifuga modelo espectrofuga 24 D para tubos Eppendorf en los

cuales se vertieron 2 mL de cada formulacion de NADES y se le aplicaron 3600

RPM durante 30 min para observar si existié alguna separacion en sus fases.

Posteriormente se aplicaron ciclos de calor y frio (4° y 90°C) a cada una de las

muestras que no presentaron separacion en sus fases, cada ciclo fue de 24 h.
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Determinacion de viscosidad y pH

La determinacién de viscosidad se llevdo a cabo en un redmetro hibrido TA
Instrument Discovery HR-2 mediante el uso de 2 platos paralelos de 40 mm de
diametro cada uno con una separacion entre los platos de 500 nm y con un

esfuerzo de corte de 0.1 s™1 en un rango de temperatura de 25° a 100° C.

La determinacion del valor de pH se llevd a cabo mediante un equipo HANNA
INSTRUMENTS HI 2210 a temperatura ambiente de 25°C. Cada medicion fue

realizada por triplicado.

6.2.3 Pruebas de actividad antifingica

Las pruebas de actividad antifungica se realizaron mediante el método de pocillos
(Sanchez-Garcia et al., 2016) el cual consistié en realizar pequefios pozos de 6
mm de diametro en las placas con 25 mL del medio solidificado. Estos pozos
fueron realizados con la ayuda de pipetas Pasteur estériles, utilizando la parte
superior de las mismas las cuales tenian una superficie circular de 6 mm de
diametro. Con la ayuda de un asa microbioldgica se retiraron los cilindros de
medio PDA dejando asi el espacio de los pocillos, posterior a eso se introdujeron
75 uL en los pocillos de cada uno de los NADES a probar, asi también cada uno
de los elementos en estado puro. Se vertieron para los compuestos liquidos 75 pL
y los compuestos solidos fueron diluidos en agua destilada en una concentracion
de 1 mg/mL y se anadieron 75 yL de igual manera. Estas pruebas se realizaron
por triplicado y fueron incubadas a 25°C durante 3 dias, observando el crecimiento
diariamente de cada una de las cepas frente a cada uno de los compuestos a

probar.
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6.2.4 Conservacion y propagacion de las cepas fungicas

Las cepas de Aspergillus ochraceus CBS 108.08, Aspergillus flavus y Fusarium
moniliforme IB-UNAM se reactivaron en un tubo inclinado y en placa con medio
agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 25°C de 48 a 72 h en un ambiente

aerobio.
6.2.5 Preparacion del in6culo para hongos
La preparacion del inoculo de cada una de las cepas, se llevo a cabo ajustando a

una solucién de esporas (Figura 15) de 1x10° por mL mediante un conteo en

camara de Neubauer.

Figura 15. Diluciones para ajustar el numero de esporas/mL. Fuente: Propia
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6.2.6 Preparacion de los NADES con ACG.

Las formulaciones de los NADES con ACG fueron preparados en funcion de las
cepas que se probaron, siendo la cepa de Aspergillus ochraceus la mas sensible
contra este compuesto y las cepas de Aspergillus flavus y Fusarium moniliforme
las mas resistentes. Se agrego la cantidad de ACG en mg definida en la tabla 6
dentro de cada una de las formulaciones de NADES por mL, se calenté a 60°C

cada formulacion de NADES para una mejor dilucion del compuesto.

Tabla 6. Concentraciones para cada NADES dependiendo de la cepa de hongo.

Concentraciones de ACG (mg/mL)
Aspergillus ochraceus 1 1.25 1.5 1.75
Aspergillus flavus 2 1.25 1.5 1.75
Fusarium moniliforme 2 1.25 1.5 1.75 2

6.2.7 Pruebas de actividad antitoxigénica (FUMO, OTA Y AFLA)

A partir de cultivos con 3 dias de incubacién, obtenidos de la evaluacion de las
pruebas antifungicas de cada una de las cepas a probar (Aspergillus ochraceus
CBS 108.08, Fusarium moniliforme IB-UNAM y Aspergillus flavus SN9) se
determinaron mediante un kit ELISA competitivo directo (Veratox®, NeoGen

Corporation Ltd) por duplicado, y las concentraciones se expresaron en ng/g.

El ensayo ELISA se realiz6 de acuerdo al protocolo del fabricante, con una
modificacion en el paso de la extraccion de la micotoxina. A partir de cultivos con 3
dias de incubacion los cuales fueron previamente sometidos a la pruebas de los

micropocillos contra cada uno de los compuestos a probar.

Se realizd una extraccion de las micotoxinas en medio PDA y usando el método
de Bragulat et al. (2001) modificado por Suarez-Quiroz et al. (2013).
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Con la ayuda de sacabocados estériles de 5mm de diametro, se tomaron tres
botones de cultivo de las orillas de los pocillos donde se depositd la muestra;
posteriormente se colocaron en viales previamente tarados y se pesaron en orden

para determinar la produccion de micotoxina por gramo de medio de cultivo.

Las fumonisinas fueron extraidas de las muestras con 2.5 mL de una solucién de

extraccion (metanol:acido formico 25:1) durante 15 minutos en sonicacion.

Los extractos fueron filtrados a través de filtro Millipore Swimex® con una

membrana estéril de 0.45 ym.

De acuerdo a las condiciones del fabricante, se colocaron 100 uL de conjugado de
cada pozo de mezclado marcado con rojo; a continuacion se transfirieron a los

pozos 100 uL de controles y de cada muestra.

Utilizando una pipeta de 12 canales, se mezcléo el liquido en los pozos
pipeteandolos hacia arriba y hacia abajo 3 veces. Se transfirieron 100 pyL a los
pozos recubiertos de anticuerpos y se mezcld deslizando hacia atras y hacia

adelante el portapozos sobre una superficie plana durante 10-20 segundos.

Se incubaron durante un tiempo especifico para cada una de las toxinas, a
temperatura ambiente. Después de lavar con agua destilada 5 veces y eliminar el
agua restante de los pozos, se afiadio el sustrato a incubar durante el tiempo
indicado, donde el sustrato fue catalizado por la enzima, produciendo una

coloracion azul.

Se anadié una solucién para terminar la accidén enzimatica del tiempo indicado
para la incubacién. Dentro de los siguientes 20 minutos, las pruebas se
transfirieron a un espectrofotémetro (STAT FAX 4700 PLUS) y la densidad o6ptica

(DO) se determin6 a 650 nm.

53



7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Formulacion y de estabilidad de los NADES

En cumplimiento del primero objetico especifico del presente trabajo, se llevo a

cabo la elaboracion de los NADES propuestos por Ruesgas-Ramoén et al. (2017).

Los NADES fueron formulados a partir del método de calor y agitacién, en una
incubadora SL Shel Lab shaking incubator a 60°C y 330 rpm durante 8 h hasta
que se logro observar una mezcla homogénea y transparente segun lo reportado
por Durand et al. (2013); Villeneuve Y Durand. (2015); Ruesgas-Ramon et al.
(2017).

Cuando las soluciones mostraron una sola fase liquida y transparente, fue un
indicador que la mezcla habia alcanzado el punto eutéctico. Dicho punto es de
vital importancia puesto que en el radica la principal caracteristica de manifestar
una sola fase liquida con temperaturas de fusion muy por debajo de aquellas

mostradas por los compuestos individuales.

Las relaciones molares establecidas se realizaron con base en la siguiente tabla
de composiciones establecidas en el trabajo de Ruesgas-Ramoén et al. (2017).
(Tabla 7).

De los 7 NADES formulados, solo 6 de estos solventes pudieron alcanzar su punto
eutéctico, debido a que se observo la formacion de una sola fase viscosa y
transparente, no asi para la formulacion del NADES 6, ya que al término de la
metodologia para su elaboracién, este dio como resultado una mezcla de dos
fases. Lo cual podria atribuirse al hecho de que no se contaba con las relaciones
molares debidas, provocando que la mezcla no alcanzara su punto eutéctico. Esto
también podria deberse a los parametros de preparacion de la mezcla, ya que se
encuentra reportado por Mulia et al. (2017) que la formacién del NADES que esta
compuesto por 1,4 butanodiol y betaina, exhiben una variacion en el tiempo de
agitacion y la temperatura a la cual deben someterse los compuestos para que

pueda ser alcanzado el punto eutéctico y asi la formacion de una sola fase.
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Tabla 7. Composiciones de los NADES.

Relacién Tiempo de
NADES HBD M (g) HBA M (g) |[formulacién|Observaciones
molar (h)
Cloruro .
, Se | |
1 2:1  |Acido Lactico| 1.29 1.00 12 ©logro1a
de colina formacion
- .. ) Se logrd la
2 2:1 Acido Lactico| 1.54 Betaina 1.00 12 .,
formacion
Cloruro de Se logré la
3 2:1 Glicerol | 1.32 : 1.00 12 gro’
colina formacioén
] ] Se logré la
4 2:1 Glicerol 1.57 Betaina 1.00 12 L,
formacion
1,4 Cloruro de Se logré la
5 3:1 | 1.04 : 1.00 12 ero
Butanodiol colina formacion
1,4 No se logré |
6 3:1 PN Betaina 1.00 >12 0 selogrofa
Butanodiol formacion
cl d N logrd |
7 2:1 Urea 0.86 orurode 1400 12 0 5€ 1080 12
colina formacion

Posteriormente, se evalud la estabilidad de las 6 formulaciones de NADES
resultantes; Nades1, Nades2, Nades3; Nades4, Nades5 y Nades7 (Figura 16),

Los 6 NADES fueron sometidos a una centrifugacion de 3600 rpom por 30 minutos
y 3 ciclos de temperatura baja (4°C) y 3 ciclos de temperatura alta (90°C). Con la
finalidad de analizar si estos procedimientos fisicos podrian repercutir en la
estabilidad de los NADES. Al término de los tratamientos para cada una de las
formulaciones, se logré observar que el NADES7 vio afectada su estabilidad, ya
que manifestd 2 fases en su composicion, Esto podria deberse a los ciclos de
temperatura, ya que al aplicar una temperatura de 4°C fue puesto en evidencia su
inestabilidad, debido a que existi6 una separacién de las fases sodlidas, dicha
inestabilidad podria atribuirse a la temperatura de solidificacion de cada uno de los

compuestos involucrados (Urea y Cloruro de colina) (Dai et al., 2013).
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Figura 16. Resultados de las pruebas de estabilidad en los NADES.

Por otro lado también puede ser debido a que en comparacion con otras
formulaciones, el NADES7 posee menos grupos OH que las otras formulaciones
de NADES, por lo que las interacciones para la formacion de puentes de

hidrogeno fueron menores (Yang, 2018).

Otra explicacion a la poca estabilidad exhibida por el NADES7 es la que plantea
Dai et al. (2013) donde concluyen que el numero de grupos de donadores o
aceptores de puentes de hidrogeno, la estructura espacial de estos grupos y la
posicion de los puentes formados, tiene una significativa influencia en la formacién
y en su estabilidad, por lo que los compuestos como el cloruro de colina y la urea
al no poseer una gran cantidad de donadores o aceptores de puentes de
hidrogeno, su estabilidad se vio afectada manifestando asi una separacion de una

fase liquida y una solida.

Como segunda parte en el primer objetivo especifico, se determiné la viscosidad
delos NADES 1,2,3,4y5

Aroso et al. (2017) concluye que es importante conocer estos valores de
viscosidad para conocer el comportamiento de estos solventes y el tipo de fluido
que podrian ser, asi también como para establecer mejores metodologias en su
aplicacion y su manejo. Se encuentra reportado por Aroso et al. (2017); Dai et al.
(2013) Que en una gran variedad de estos NADES manifiestan un comportamiento
de un fluido Newtoniano, puesto que la viscosidad fue constante e independiente

del valor y la duracion de la velocidad de corte aplicada.
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Estas mediciones se llevaron a cabo en un redmetro hibrido, mediante 2 platos
paralelos de 40 mm de didmetro con una separacion de 500 nm y se aplicé una

velocidad de corte de 0.1 s™", en un rango de temperaturas de 25° a 100°C.

Los resultados para la determinacion de la viscosidad (Figura 17), demostraron
que los primeros 5 NADES poseen viscosidades que van desde 0.09 Pa.s hasta
0.01 Pa.s, dichos valores manifestaron ser dependientes de la temperatura, ya
que conforme existi6 un descenso en la temperatura, la viscosidad fue en
aumento, lo cual coincide con lo reportado por algunos autores Aroso et al,
(2017); Cui et al., (2017); Kadhom et al., (2017); Khalid et al., (2016); Villeneuve Y
Durand 2015; Zhu et al., (2017).

Las mediciones de la viscosidad exhiben una caracteristica importante en estos
tipos de solventes eutécticos naturales profundos, Yang et al., (2018) reportd que
la extensa presencia de enlaces de puente de hidrogeno existentes en estos
solventes da como resultado una baja movilidad de las moléculas, lo que con lleva
a una mayor viscosidad, por otra parte Zhu et al., (2017) concluye que los valores
de viscosidad altos son debidos a las fuerzas electrostaticas o las interacciones de
Van der Waals, ya que estas pueden contribuir a las altas viscosidades exhibidas

por estos tipos de solventes.

Yang, (2018) atribuye los valores elevados de viscosidad en estos solventes, a la
presencia de grupos hidroxilo los cuales tienen una mayor libertad para la
formacion de enlaces de puentes de hidrogeno, provocando asi una menor
movilidad en sus moléculas, Esto dependera de |la naturaleza de cada uno de los
compuestos quimicos involucrados y la cantidad de grupos OH que presente en su

estructura.
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Figura 17. Viscosidades de los NADES.

Los NADES probados manifestaron un comportamiento similar al de los solventes
liquidos comunes, por otro lado Craveiro et al., (2016); Dai et al., (2015); Durand et
al. (2013); Faggian et al., (2017); Villeneuve y Durand., (2015) coinciden en que
las viscosidades varian dependiendo de cada uno de los constituyentes de los

NADES, de la temperatura y contenido de agua en algunos NADES.

Los NADES con cloruro de colina en su composicion presentaron una viscosidad
mayor a comparacion de aquellos que estaban basado en betaina como un

donador de enlaces de hidrégeno (Craveiro et al., 2016a).
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7.2 Evaluacion de actividad antifungica de las formulaciones de NADES

Con la finalidad de culminar el segundo objetivo especifico del presente trabajo, se
realizaron las pruebas para determinar la capacidad antifungica de cada uno de
los componentes de los NADES, estas pruebas fueron realizadas y evaluadas
mediante la metodologia de pocillos (figura 18) descrita por Sanchez-Garcia et al.,
(2016) .

6mm

Figura 18. Pocillos realizados en el medio dentro de las cajas Petri.

La Inhibiciéon de cada uno de los compuestos fue medida con base en los datos
establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (NCCLS por
sus siglas en ingles). Dicha inhibicion fue considerada a partir de un halo de

inhibicion de 7mm.

Los halos de inhibicion presentados por cada uno compuestos en estado puro, asi
como de los NADES 1, 2, 3, 4, y 5 y las formulaciones de NADES con una

concentracion establecida de ACG, se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8.Resultados de las pruebas de actividad antifungica No IN: no inhibicion.

ZONA DE INHIBICION EN MILIMETROS

Reactivos Aspergillus Aspergillus Fusarium
individuales flavus ochraceus moniliforme

Acido Lactico No IN 26.6 + 2.33 13.56+1.37

1,4 butanodiol No IN No IN No IN

Glicerol No IN No IN No IN

Betaina No IN No IN No IN

Cloruro de colina No IN No IN No IN

ACG No IN No IN No IN

NADES

N1 No IN 10.83 £ 0.75 11.8 £ 0.40

N2 No IN 15.5+1.97 12+ 1.26

N3 No IN No IN No IN

N4 No IN No IN No IN

N5 No IN No IN No IN

En los halos de inhibicion se observé que el acido lactico fue el unico de los

compuestos en estado puro, que exhibié un halo de inhibicién frente a las cepas

probadas de Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus y Fusarium moniliforme.

El halo de inhibicion para Aspergillus ochraceus fue de 26.6+ 2.33 (Figura 19) y

13.5% 1.37 para Fusarium moniliforme.




Figura 19.Inhibicion de Acido Ldctico frente a Aspergillus ochraceus.

Este efecto puede atribuirse debido a que el acido lactico al ser un acido débil, en
solucion una parte se encuentra disociada [H+] [A-] y otra no [HA]. El poder
antifungico del acido lactico yace en estas dos formas, ya que la forma disociada
al ser un anion, es altamente polar, y por lo tanto, no atraviesa faciimente la
membrana plasmatica de los microorganismos (Davidson et al., 2005), por el
contrario, su forma no disociada si atraviesa la membrana. Una vez en el interior
del microorganismo, el acido puede disociarse y entonces afecta directamente al
pH intracelular, lo que dafia gravemente a su metabolismo, ya que afecta al
gradiente de protones y de carga eléctrica con el exterior, e interfiere con los
sistemas de transporte de aminoacidos y fosfatos (Davidson et al., 2005). Ademas,
muchas enzimas esenciales para el metabolismo del microorganismo se inactivan
a pH acido (Mountney y O’Malley, 1964).

De igual manera los NADES 1y 2 que contaban con el acido lactico dentro de su
composicion, fueron los unicos en manifestar un halo de inhibicion frente a las
cepas de Aspergillus ochraceus y Fusarium moniliforme, como se muestra en la
figura 20 y 21, sin embargo, la inhibicidon exhibida por cada estos dos NADES fue
menor a la mostrada por el acido lactico en estado puro, por lo que esta reduccion
es atribuida a la interaccion del acido lactico con el cloruro de colina para el
NADES 1 y la interaccion con la betaina para el NADES 2. Esto ha sido reportado
con anterioridad por Hayyan et al.,(2013); Juneidi Y Hayyan, (2016) donde los
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compuestos en estado puro manifestaban una mayor inhibicion que aquellos que
se encontraban dentro de la estructura del NADES, debido a las nuevas

interacciones intermoleculares que poseian.

Aspergillus ochraceus

Formulacién de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacién molar: 2:1
Halo de inhibicién:

15.5 mm

Aspergillus ochraceus

Formulacién de NADES:

Acido lactico- cloruro de colina
Relacién molar: 2:1

Halo de inhibicidn:

10.83 mm

“Figura 20. Halos de inhibicién exhibidos por NADES 1y 2 en Aspergillus ochraceus.

El NADES1 exhibié un halo de inhibicién de 10.83 + 0.75 mm para Aspergillus
ochraceus y un halo de 11.8 £ 0.40 mm para Fusarium moniliforme. Por su parte el
NADES2 mostré un halo de 15.5 + 1.97 mm para la cepa de Aspergillus ochraceus

y de 12 + 1.26 mm para Fusarium moniliforme.
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Esta inhibiciéon es atribuida a la presencia del acido lactico en los NADES, sin
embargo, existio una disminucion en la inhibicion cuando el &cido lactico se
encontraba en las formulaciones de NADES, esto podria deberse a las
interacciones del acido lactico con los otros compuestos y que las concentraciones
de acido lactico utilizadas en los NADES fueron menores (Juneidi Y Hayyan,
2016).

Fusarium moniliforme

Formulacién de NADES:

Acido lactico- Cloruro de colina
Relacion molar: 2:1

Halo de inhibicion:

11.83 mm

*Los valores representan el promedio de 6 réplicas +d.s.

Fusarium moniliforme

Formulacion de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacién molar: 2:1
Halo de inhibiciéon:

12 mm

Figura 21. Halos de inhibicion exhibidos por NADES 1y 2 en Fusarium moniliforme.
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Para la determinacion de la actividad antifungica de los NADES con ACG, se
evaluaron unicamente el NADES 1 y 2, debido a que fueron los unicos en
manifestar una inhibicién contra las cepas de Aspergillus ochraceus y Fusarium
moniliforme. Se determin6é su actividad antifungica con las concentraciones ya
establecidas de ACG. Se esperaba que existiera un efecto sinérgico en la
inhibicion, debido a que tenemos a 2 compuestos quimicos que poseen actividad

antifungica (ACG y Acido lactico) en una misma solucion.

Se obtuvieron asi los siguientes resultados mostrados en la tabla 9.

Tabla 9. Inhibicion del NADES 1 y 2 enriquecidos de ACG a diferentes concentraciones.

ZONA DE INHIBICION EN MILIMETROS
NADES + ACG Aspergillus Aspergillus Fusarium
(mg/mL) flavus ochraceus moniliforme
N1 +1 No IN 8.6+1.3 11.6 £ 0.51
N1 +1.25 No IN 14 +0 10.6 £ 0.81
N1+ 1.5 No IN 11.6 £ 0.51 11.3 £ 0.51
N1 +1.75 No IN 12.3 £ 0.51 12.6 + 0.51
N1 +2 No IN 10.6 £ 1.03 10.8 £ 0.40
N2 +1 No IN No IN 100
N2 +1.25 No IN 17.3 £ 0.51 10.5+1.04
N2 +1.5 No IN 13.83+£2.40 10.8 £ 0.98
N2 +1.75 No IN 18.5+1.97 10.6 £ 1.03
N2 +2 No IN 18.6 £ 3.14 12.3 £ 0.51

*Las imagenes de los halos de inhibicion se encuentran en el ANEXO 1
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La solucién de NADES 1 con acido clorogénico no mostrd ningun efecto sinérgico
en la inhibicién del crecimiento de Aspergillus ochraceus (figura 22) y Fusarium
moniliforme (figura 23), por otro lado se encuentra reportado por Suarez-Quiroz et
al., (2013) que el acido clorogénico tiene un efecto contra el crecimiento de
Aspergillus ochraceus y Aspergillus flavus, sin embargo, en el presente estudio el

ACG no fue capaz de inhibir el crecimiento de dichas cepas.

Aspergillus ochraceus

Formulacion de NADES:
Acido Lactico-ChCl
Relacion molar:

7 |

Concentracién de Acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B = 1.25 mg/mL

C—=2 1.5mg/mL

D= 1.75 mg/mL

E=> 2mg/mL

Halo de inhibicion por concentracion:
A=8.6 mm; B> 14 mm; C=> 11.6 mm; D=2 12.3 mm; E=> 10.6 mm

Figura 22. Halos de inhibicion del NADES 1 frente a Aspergillus ochraceus.
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Esto puede deberse a que los NADES al ser solventes muy viscosos no
permitieron una difusion idonea del compuesto al medio de cultivo, lo cual tuvo un
efecto negativo en el momento de inhibir el crecimiento del hongo, ya que las
concentraciones de esporas alcanzadas después de 24 h fueron muy superiores a
las concentraciones probadas por Suarez-Quiroz et al., (2013). Por otro lado se
encuentra reportado que en medio de agar, los compuestos como los grupos
fendlicos y terpenos presentan dificultad en la difusién de los mismos, debido a su

baja solubilidad en agua (Gyawali e Ibrahim, 2014).

Fusarium moniliforme

Halode inhibicion por concentracion:
A= 11.6 mm; B=> 10.6 mm; C = 11.3 mm; D= 12.6 mm; E = 10.8 mm

Figura 23. Halos de inhibicion del NADES 1 frente a Fusarium moniliforme.
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La solucion de NADES 2 con acido clorogénico expresd una mayor inhibiciéon en el
crecimiento de Aspergillus ochraceus en comparacion con el mismo NADES sin la
presencia del acido clorogénico. Esto puede ser debido a que la solucién de
NADES 2 exhibié una viscosidad menor a comparacion del NADES 1, por lo que
se cree que permiti6 una mejor difusion del acido clorogénico en la cepa de
Aspergillus ochraceus, presentando asi halos de inhibicion de hasta 18.5 + 1.97

mm (Figura 24).

Las concentraciones de ACG en compariia del NADES 2, No expresaron una
sinergia en la inhibicion del crecimiento de la cepa Fusarium moniliforme. Por otro
lado la cepa de Aspergillus flavus demostré ser resistente a las concentraciones

probadas de acido clorogénico.

Aspergillus ochraceus

Formulacion de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacionmolar: 2:1
Concentracion de acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B = 1.25 mg/mL

C=> 1.5 mg/mL

D = 1.75 mg/mL

E-=> 2mg/mL

Halode inhibicion por concentracion:
A=8.6mm; B=> 17.3mm; C= 14 mm; D= 18.5mm; E=> 17.5mm

Figura 24. Halos de inhibicion del NADES 2 frente a Aspergillus ochraceus.

67



Fusarium moniliforme

Formulacion de NADES:
Acido Lactico-ChCl
Relacion molar:

2:1

Concentraciéonde Acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B - 1.25 mg/mL

C=> 1.5 mg/mL

D= 1.75 mg/mL

E=> 2mg/mL

Halo de inhibicion por concentracion:
A= 10 mm; B=> 10.5 mm; C=> 10.3 mm; D= 10.6 mm; E = 12.3 mm

Figura 25. Halos de inhibicion del NADES 2 frente a Fusarium moniliforme.

Por otro lado se encuentra reportado por Juven et al., (1994) que el incremento de
la concentracién de los compuestos que inhiben el crecimiento del hongo no es
siempre directamente proporcional a la inhibicion del mismo. Esto puede ser
atribuido a que el comportamiento de los compuestos fendlicos afectan sitios
especificos de la membrana, y solo cuando estos sitios se encuentran saturados,

es cuando puede existir un dafio en la célula (Juven et al., 1994).
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7.3 Evaluacion de actividad antitoxigénica de las formulaciones de NADES

Para la realizacién del tercer objetivo especifico se llevd a cabo la evaluacién de la
actividad antitoxigénica se llevd a cabo mediante la prueba de ELISA, en la cual
fueron evaluadas las cepas de Aspergillus ochraceus y Fusarium moniliforme, en
la produccién de Ocratoxina A y Fumonisinas totales, ya que dichas cepas

manifestaron una inhibicion frente al NADES 1y 2.

Las pruebas realizadas para medir la produccién de OTA en la cepa pura de
Aspergillus ochraceus y en presencia del NADES 1 y 2. Fueron realizadas por

triplicado y se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de pruebas antitoxigénica de NADES 1y 2

Produccion de OTA ng/g
Cepa ]
medio
Aspergillus ochraceus (cepa pura) 32
Producciéon de OTA ng/g
NADES Cepa .
medio
A. ochraceus. 13.35
A. ochraceus. 14.5
NADES 1
A. ochraceus. 16.5
Promedio 14.78 + 1.59
A. ochraceus. 12
A. ochraceus. 13.1
NADES 2
A. ochraceus. 17.2
Promedio 141+ 274
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Los resultados obtenidos demuestran que la cepa pura de Aspergillus ochraceus
tuvo una produccién de 32 ng/g de medio. Para las cepas que contenian la
solucién de NADES 1 mostraron una produccion de 14.78 £+ 1.59 ng/g medio por lo

que hubo una disminucién de la produccion de OTA de un 54%.

Para la determinacién de la produccion de OTA en las cepas que contenian la
solucion de NADES 2 estas exhibieron una producciéon de 14.1 + 2.74 ng/g de
medio, de igual manera existio una disminucién en la produccion de OTA de un

56% en comparacion con la produccién de la cepa pura.

Para las pruebas en la determinaciéon de la produccion de Fumonisina se

obtuvieron los siguientes resultados mostrados en la tabla 11:

Tabla 11. Produccion de Fumonisina en cepas de Fusarium moniliforme con soluciones
del NADES 1y 2

Cepa Produccion de FUMO en ppm
Fusarium moniliforme (cepa pura) 11.6

NADES |Cepa Produccion de FUMO en ppm
F. moniliforme. 10.4

N1 F. moniliforme. 10.3
Promedio 10.35 £ 0.070
F. moniliforme. 10.1

N2 F. moniliforme. 10.1
Promedio 1010
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Las pruebas con las soluciones del NADES 1 y 2 demostraron que no existié una
variaciéon en la produccién de fumonisinas en las cepas que interactuaron con las
soluciones de NADES 1y 2.

7.3.1 Evaluacion de actividad antitoxigénica de las formulaciones de NADES
con ACG

La determinacién de la produccion de OTA de los medios de cultivo en presencia
de los NADES 1 y 2 con acido clorogénico, cuyas concentraciones fueron de 1.75
mg/mL y 2 mg/mL. Arrojaron los siguientes resultados, para Aspergillus ochraceus,
en las cuales existi6 un aumento en la produccion de OTA en comparacion con los
NADES sin la presencia del acido clorogénico. Esto puede ser debido a que la
exposicion del acido clorogénico provocd un estrés en el microorganismo el cual

aumento la produccién de la toxina como mecanismo de defensa.

Tabla 12. Produccion de OTA en presencia del ACG.

NADES + ACG (mg/mL) [Cepa Produccion de OTA ng/g medio
N1 +1.75 A. ochraceus. 18.8
N1 +2 A. ochraceus. 20.7
N2 +1.75 A. ochraceus. 17.2
N2 +2 A. ochraceus. 23.5

Para la produccion de Fumonisinas a partir de las cepas de Fusarium moniliforme
en presencia de las soluciones de NADES 1 y 2 con acido clorogénico en
concentraciones de 1.75 mg/mL y de 2 mg/mL se obtuvieron los siguientes

resultados mostrados en la tabla 13.
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Tabla 13. Produccion de fumonisinas en presencia de ACG.

NADES + ACG (mg/mL)

Cepa

Produccion de FUMO en
mg/kg de medio

N1 +1.75 F. moniliforme. 10.1
N1+2 F. moniliforme. 10.1
N2 +1.75 F. moniliforme. 9.4
N2 + 2 F. moniliforme. 9.3

La produccién de FUMO en las cepas que contenian al NADES 1y 2 con ACG no

mostraron una variacion en la produccién de fumonisinas en comparacion de la

cantidad producida por la cepa pura y en presencia de los NADES 1 y 2 sin el

ACG.
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CONCLUSIONES

De las 7 formulaciones de NADES elaboradas solo 5 de ellos demostraron ser

estables a las condiciones a las que fueron sometidas.

Los NADES que contaban con acido organico en su composiciéon, como fue el
caso del NADES 1 y 2 que contaban con acido lactico, manifestaron una actividad
antifungica, sin embargo, no fue asi para los NADES 3,4 y 5 que no exhibieron

ninguna accion inhibitoria frente a las cepas de hongos probadas.

Los NADES con ACG presentaron inhibicion en el crecimiento de las cepas de
Aspergillus ochraceus y Fusarium moniliforme; sin embargo, la cepa de
Aspergillus flavus demostré ser altamente resistente a los NADES enriquecidos de

acidos organicos, ya que no existio inhibicidn en su crecimiento.

No existid un efecto sinérgico de los NADES con el acido clorogénico contra la
cepa de Aspergillus ochraceus en la produccidén de ocratoxina A y en la

produccion de FUMO, producido por la cepa de Fusarium moniliforme.
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ANEXO 1

Fusarium moniliforme

Formulacién de NADES:

Acido lactico- Cloruro de colina
Relacién molar: 2:1

Halo de inhibiciéon:

11.83 mm

*Los valores representan el promedio de 6 réplicas + d.s.

Fusarium moniliforme

Formulacion de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacion molar: 2:1
Halo de inhibicion:

12 mm

*Los valores representan el promedio de 6 réplicas + d.s.
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Fusarium moniliforme

Formulacion de NADES: Glicerol- Cloruro de colina (N3), Glicerol- Betaina (N4), 1,4
butanodiol-Cloruro de colina (N5)

Relacion molar: 2:1, 2:1,1:3

Halo de inhibicion: No inhibicion, No inhibicién, No inhibicion

Aspergillus ochraceus

Formulacién de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacién molar: 2:1
Halo de inhibicién:

15.5 mm

Formulacién de NADES:

Acido lactico- cloruro de colina
Relacion molar: 2:1

Halo de inhibicion:

10.83 mm
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Aspergillus ochraceus

Formulacion de NADES: Glicerol-Cloruro de colina (N3), Glicerol- Betaina (N4),
1,4 Butanodiol-Cloruro de colina (N5)

Relacién molar: 2:1, 2:1, 1:3

Halo de inhibicién: No inhibicién

Aspergillus flavus

Formulaciones de NADES:
N1, N2, N3, Ndy N5

Relacion molar:
221.:2:0.:9:3-2:1 13

Halode inhibicion:
No inhibicion
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Aspergillus flavus

Formulacion de NADES:
Acido lactico- Cloruro de
colina

Relacionmolar: 2:1
Concentraciones de Acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B= 1.25mg/mL

C= 1.5mg/mL

D=> 1.75 mg/mL

E= 2mg/mL

No inhibicion
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Aspergillus ochraceus

Formulacion de NADES:
Acido Lactico-ChCl
Relacion molar:

2:1

Concentracién de Acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B = 1.25 mg/mL

C= 1.5 mg/mL

D = 1.75 mg/mL

E=> 2mg/mL

Halode inhibicién por concentracion:
A=8.6 mm; B 14 mm; C=> 11.6 mm; D= 12.3 mm; E-> 10.6 mm
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Fusarium moniliforme

Halode inhibicion por concentracion:
A=11.6 mm; B=> 10.6 mm; C = 11.3 mm; D= 12.6 mm; E = 10.8 mm
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Aspergillus flavus

Formulacién de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacion molar: 2:1
Concentracion de acido
clorogénico:

A= 1lmg/mlL

B> 1.25mg/mL

C-> 15mg/mL

D> 1.75mg/mL

E2 2mg/mL

No inhibicion
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Aspergillus ochraceus

Formulacion de NADES:
Acido lactico- Betaina
Relacionmolar: 2:1
Concentracionde acido
clorogénico:

A= 1mg/mL

B =2 1.25 mg/mL

C=2> 1.5 mg/mL

D= 1.75 mg/mL

E=> 2mg/mL

Halo de inhibicion por concentracion:
A=>8.6mm; B 17.3 mm; C= 14 mm; D= 18.5 mm; E=> 17.5 mm
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Fusarium moniliforme

Formulacion de NADES:
Acido Lactico-ChCl
Relacion molar:

231

Concentracion de Acido
clorogénico:

A=> 1mg/mL

B - 1.25 mg/mL

C=> 1.5 mg/mL

D= 1.75 mg/mL

E=> 2mg/mL

Halo de inhibicion por concentracion:
A= 10 mm; B=> 10.5 mm; C=> 10.3 mm; D= 10.6 mm; E = 12.3 mm
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