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RESUMEN

Dentro de los carcinégenos se encuentran las aflatoxinas, las cuales se producen
principalmente por los hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus. Una gran
diversidad de productos agricolas son susceptibles a la contaminacion causada por
A. flavus. Para reducir la contaminacion fungica se ha propuesto la aplicacion de
productos naturales, dentro de los que se incluyen al quitosano y propoéleo, debido
a su amplia y reconocida actividad antimicrobiana sobre varios hongos
fitopatégenos. Actualmente, la aplicacion de la nanotecnologia permite una mayor
actividad al ser éstas mas reactivas y eficientes. El objetivo de esta investigacion
fue determinar la actividad antifungica in vitro del quitosano y extracto de propdleo,
solos o combinados e integrados en recubrimientos nanoestructurados sobre el
desarrollo de A. flavus y su produccion de aflatoxinas. Se evaluaron 8
recubrimientos con nanoparticulas de quitosano y/o propdleo (20, 30 y 40%) en las
siguientes variables: halo de inhibicion, crecimiento micelial, porcentaje de
germinacion de esporas y determinacion de aflatoxinas totales. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA y comparacién de medias de Tukey (p <0.05). El
mayor halo de inhibicion en A. flavus (2.50 cm) se observé con la concentracion del
20% en el recubrimiento que contenia nanoparticulas de propdleo; una inhibicion
del crecimiento micelial mayor (32.72%) y menor germinacion de los conidios
(3.78%) correspondié al recubrimiento que contenia nanoparticulas de propdleo,
nanoparticulas de quitosano y extracto de propdleo de la formulacién al 40% de
nanoparticulas. La produccién de aflatoxinas se inhibié en un 100% en la misma
formulaciéon, pero con el tratamiento de quitosano al 1.0%. Los recubrimientos
nanoestructurados de quitosano y propdéleo pueden ser una alternativa viable en el

control de A. flavus; sin embargo, es necesario su evaluacion in situ.
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ABSTRACT

Among the carcinogens that can cause this type of diseases are aflatoxins, which
are produced mainly by the fungi Aspergillus flavus and A. parasiticus. A great
diversity of agricultural products is susceptible to contamination caused by A. flavus.
To reduce fungal contamination, the application of natural products has been
proposed, including chitosan and propolis, due to its broad and recognized
antimicrobial activity on several pathogens that cause infections in a wide variety of
agricultural products. Currently, the application of nanotechnology allows greater
activity to be more reactive and efficient. The objective of this research was to
determine the in vitro antifungal activity of chitosan and propolis extract, alone or in
combination and integrated in nanostructured coatings on the development of A.
flavus and its production of aflatoxins. 8 coatings with chitosan and / or propolis
nanoparticles (20, 30 and 40%) were evaluated in the following variables: inhibition
halo, mycelial growth, percentage of spore germination and determination of total
aflatoxins. The data were analyzed by means of an ANOVA and comparison of
Tukey means (p <0.05). The highest inhibition halo (2.50 cm) in A. flavus was
observed with the 20% concentration in the coating containing propolis
nanoparticles; a higher mycelial inhibition (32.72%) and lower germination (3.78%)
corresponded to the coating containing propolis nanoparticles, chitosan
nanoparticles and propolis extract of the 40% nanoparticle formulation. The
production of aflatoxins was 100% inhibited in the same formulation, but with the
treatment with 1.0% chitosan. Nanostructured coatings of chitosan and propolis may
be a viable alternative in the control of A. flavus; however, it is necessary to evaluate

them in situ studies.
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1. INTRODUCCION
Las enfermedades crénicas no transmisibles representan la causa de defuncién mas
importante en el mundo, donde el cancer es la segunda causa de muerte a nivel
mundial?. Existen mas de 10 carcindgenos, dentro de los cuales se encuentran las
aflatoxinas relacionadas con el carcinoma hepatocelular 3. Las aflatoxinas son toxinas
que producen los hongos que perteneces a los géneros Fusarium, Aspergillus y
Penicillium durante el almacenamiento de granos, semillas y frutos secos deshidratados.
Estos hongos ocasionan pérdidas econdémicas importantes debido a sus efectos sobre la
salud humana y animal y en el comercio nacional e internacional de los productos
agricolas. Se han identificado 18 tipos diferentes de aflatoxinas, siendo las mas comunes
la B1, B2, G1, G2, M1y M2. La aflatoxina Bi1 es la forma mas tdxica, se considera como el
carcinoma hepatico natural mas potente conocido hasta el momento 4.
De los principales productores de aflatoxinas se encuentra A. flavus, un hongo
fitopatdgeno de importancia economica y toxicolégica debido a la produccién de
aflatoxinas y otros productos quimicos con propiedades perjudiciales para la salud °.
En los paises en desarrollo los alimentos basicos como el maiz, avena, sorgo y arroz,
entre otros, son los mas susceptibles a la contaminacién por este hongo. México se
encuentra dentro de las poblaciones en riesgo a la exposicidn cronica debido a su alto
consumo de maiz principalmente como tortillas; Castillo-Urueta et al. (2010)° reportaron
que a pesar del proceso del nixtmalizacion, el 21% de las muestras de tortillas evaluadas
present6 contaminacion, aunque el 90% cumplié con la norma NOM-187-SSA1-2001’
(nivel permitido para tortillas es de 12ppb/Kg), aun existe el riesgo de carcinoma
hepatocelular debido a la acumulacion de aflatoxinas en el ADN debido a la exposicion
cronica.
Para evitar el efecto nocivo que originan las aflatoxinas, es necesario la prevencién del
ataque de A. flavus en la etapa precosecha, la desintoxicacion de los alimentos y
productos agricolas contaminadas con aflatoxinas, y la inhibicion de la absorcion de
aflatoxinas en el consumo de alimentos en el tracto digestivo °.
En general, una alternativa natural aun en evaluacion, para inhibir a los hongos

fitopatbgenos es el uso de quitosano, biopolimero antimicrobiano, no toéxico,



biodegradable y biocompatible®® y extractos de material resinoso recolectado por las
abejas con propiedades antisépticas y antimicrobianas'®. Ademas, estos compuestos al
estar en escala nanométrica podrian tener una alta relacién superficie-volumen,
mostrando caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas Unicas?®.

En los dltimos afios, también se ha estado estudiado la adicidbn de este tipo de
nanoparticulas en recubrimientos comestibles con el fin de aumentar en los productos
agricolas sus propiedades antimicrobianas, proporcionar una mayor vida de anaquel y

mantener sus propiedades nutricionales y funcionales durante el almacenamiento??.



2. ANTECEDENTES
2.1 Principales agentes carcinogénicos

Las enfermedades cronicas no transmisibles son enfermedades de larga duracion y el
resultado de la combinacién de varios factores: genéticos, fisioldgicos, ambientales,
conductuales y representan la causa de defunciéon mas importante en el mundo *2. Dentro
de este grupo de enfermedades, el cancer es la 2° causa de muerte a nivel mundial,

presentandose con mayor incidencia en adultos, seguido de nifios y jovenes?s,

El cancer inicia como una alteracion celular que provoca un aumento descontrolado de
células anormales que crecen de forma invasiva y se propagan a través de los tejidos4;
estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores genéticos del
paciente y los agentes externos 2. La Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer IARC por sus siglas en inglés?'®, ha clasificado los agentes carcindgenos para el

ser humano en 4 grupos:

- Grupo 1. Carcindgeno para humanos

- Grupo 2A. Probablemente carcind6geno para humanos

- Grupo 2B. Posiblemente carcind6geno para humanos

- Grupo 3. No clasificable en cuanto su carcinogenicidad para los humanos.

- Grupo 4. Posiblemente no carcindbgeno para humanos.
Existen mas de 100 agentes carcinégenos, los cuales estan clasificados como se muestra
en el cuadro 1. Dentro de los carcindbgenos quimicos (grupo 1) se encuentran las
aflatoxinas relacionadas con carcinoma hepatocelular (HCC) con suficientes evidencias
en humanos y con una fuerte evidencia de genotoxicidad 3. La incidencia de carcinoma
hepatocelular varia dependiendo de la regién geografica, grupos étnicos y al nivel de
exposicion el cual se asocia con la toxicidad crénica con altos niveles de aflatoxinas en
la dieta, cuando se exceden los niveles regulatorios de la Comision del Codex

Alimentariol6.17,



Cuadro 1. Clasificacion de agentes carcindégenos para el hombre.

Tipo de cancer con el cual

Agentes carcinégenos se relacionan
. Higado (carcinoma
. Aflatoxinas 9 (
Quimicos hepatocelular)
Benceno Leucemia
Produccion de . .
o Pulmén, vejiga
aluminio
Laborales -, L .
Produccion de Leucemia, linfoma, pulmén
caucho estbmago, vejiga
Arsénico Pulmén, piel, vejiga
Metales . X P 119
Niquel Pulmén
Asbesto Laringe, pulmén, ovario

Polvos y Fibras
Polvo de silica Pulmoén
Estroncio 90 Leucemia
Huesos, cerebro, sistema
Radiacion Rayos-X, nervioso central, senos,
radiacion gama coldn, rifidén, pulmén,
esoéfago, estbmago.
Virus hepatitis  Higado (carcinoma

B hepatocelular)
Agentes biolégicos Virus de

papiloma Cervical

humano

Fuente: Adaptado de Cogliano et al. (2011) 3.

2.2. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son toxinas producidas durante el almacenamiento de granos, por los
hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Las micotoxinas son
sustancias toxicas o contaminantes, que presentan el mayor niumero de reportes en
intoxicaciones, seguidos por los agentes bioldgicos y algunos plaguicidas. Esto ocasiona
importantes pérdidas econdémicas debido a sus efectos sobre la salud humana, salud

animal y el comercio nacional e internacional de los productos agricolas. La palabra



aflatoxina se deriva de la combinacion de 3 palabras: la primera letra de la palabra
aflatoxina “A” se deriva del género Aspergillus seguida de “fla” de la especie flavus y del
sustantivo “toxina”. Las aflatoxinas son producidas por las especies de la seccion Flavi
de Aspergillus principalmente por los hongos A. flavus y A. parasiticus. Se han
identificado 18 tipos diferentes de aflatoxinas siendo las mas comunes las B1, B2, G1, G,
M1y Mz (Figura 1); estos nombres son debidos a sus propiedades de fluorescencia azul
(B) o verde (G) bajo la luz ultravioleta. Las aflatoxinas M1y M2 son los productos
metabdlicos de la oxidacion de las aflatoxinas B en humanos y animales después de la
ingestion y se aislaron por primera vez en la leche. La aflatoxina B1 (AFB1) es la forma
mas toxica, es el carcindbgeno hepatico natural mas potente conocido hasta el

momento1s4,
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Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas mas comunes.
Fuente: Saleem et al. (2017)%.

Las aflatoxinas no son visibles, carecen de sabor y olor; son resistentes al calor, soportan

temperaturas extremas (de 260 hasta 320 °C), quimicamente son estables en los



alimentos y resistentes a la degradaciéon en tratamientos de coccién normales!®2°,
Ademas, son compuestos quimicos organicos no proteicos, de bajo peso molecular y

presenta 2 sitios importantes para su actividad toxicoldgica:

El primer sitio reactivo, es la posicion de su doble enlace entre el carbono 8-9 del
anillo de furoruran; donde ocurre la interaccion de la aflatoxina con el ADN y las proteinas
alterando las funciones bioquimicas normales de estas macromoléculas, originando dafio
a nivel celular. El segundo sitio reactivo, es el anillo de lactona en la cumarina, la cual se

oxida facilmente volviéndola vulnerable a la degradacion °.

2.3 Efecto de las aflatoxinas en la salud humana

La exposicién a las aflatoxinas, pueden ocasionar intoxicacion aguda la cual causa
inhibicion total de los procesos bioquimicos; ocasionando hemorragias, dafio hepatico
agudo manifestandose como hepatotoxicidad (fiebres leves, malestar en general y
anorexia) seguido de dolor abdominal y vémitos. La exposicion crénica puede progresar
a una hepatitis potencialmente letal con vémitos, dolor abdominal, ictericia, insuficiencia
hepatica fulminante y la muerte. Los efectos tdéxicos dependeran de varios factores: como
edad, sexo, estado nutricional, dosis ingerida y tiempo de exposicion. Sus efectos son
generalmente subclinicos y dificiles de reconocer. La heptocarcinogenicidad de las

aflatoxinas se debe principalmente a la peroxidacion lipidica y dafio oxidativo al ADN °.

Una vez que se absorben, por difusidén pasiva por el intestino delgado (especialmente en
el duodeno) y debido a su alta liposolubilidad, se transportan por los glébulos rojos y las
proteinas plasmaticas hasta el higado via portal; aunque el higado se considera el sitio
principal de transformacion de aflatoxinas el metabolismo gastrointestinal reduce la
exposicion del higado a la aflatoxina B1 y en términos de toxicidad hepatica es un medio

importante de desintoxicacion 2% 22,



2.4 Cereales susceptibles a la contaminacion por aflatoxinas
En los paises en desarrollo, los alimentos basicos como el maiz, avena, sorgo y arroz,

entre otros son los mas susceptibles a la contaminacion, la cual puede ocurrir por varios

factores, tales como, ambientales, bioldgicos y de manejo (Figura 2).

FACTORES BIOLOGICOS

Susceptibilidad de cultivo AI;g?ETD?';ELSéS COSECHA
Hongo toxigenico I:> Temperatura |:> Madurez del cultivo
compatible P Temperatura
Dafio por insectos o Humedad Humedad
pajaros Dafio mecanico
Hongos
HUMANOS
G PROCESAMIENTO ALMACENAMIENTO

Distribucion <:| Temperatura

Control Humedad

ANIMALES <:| Control

Figura 2. Factores que influyen en la contaminacién de alimentos de origen agricola.

Fuente: Adaptado de Neme y Mohammed (2017) 2.

De los cereales mas susceptibles a las aflatoxinas en México es el maiz (Zea mays L.) el
cual se encuentra dentro de la canasta basica. El maiz se considera como patrimonio
biolégico, agricola, cultural y econémico de México; ocupa el 7° lugar en la produccién a
nivel mundial de acuerdo a lo estimado para el afio 2015/2016 del Panorama
Agroalimentario Maiz 2016 2* (23,500 toneladas anuales). Cada 100 g de maiz aportan
265 calorias: 66 g de carbohidratos, 10 g de proteina, 25 g de grasa, 10 g de fibra,

vitamina: B1, B3, A y minerales como el fésforo, magnesio, hierro, zinc y manganeso. La



nixtamalizacion mejora el aporte nutritivo de las proteinas del grano de maiz deficiente
en lisina y triptéfano incrementando la disponibilidad de la mayoria de los aminoacidos
esenciales?® 26; Castillo-Urueta et al. (2010) ° reportaron que disminuye las aflatoxinas en
la masa hasta un 97% y 98% en la tortilla. La nixtamalizacion es un tratamiento térmico
gue involucra hidroxido de calcio aplicado a los granos de maiz; produce la hidrélisis del
anillo de lactona de la aflatoxina formando sales solubles que se pierden cuando se lavan.
El cierre del anillo de lactona reactiva las aflatoxinas previamente degradadas y esto es
posible a un pH 9.5; sin embargo, la acidificacion de la masa aumenta los niveles de
aflatoxinas hasta un 18%. En su investigacién encontraron que el 21% de las tortillas de
maiz en la Ciudad de México estaban contaminadas por aflatoxinas, el 90 % estaba
dentro de los niveles permitidos por la norma NOM-187-SSA1-2001, quedando el riesgo

por exposicion cronica.

El maiz tiene un patron en el desarrollo de las aflatoxinas durante y después de la

cosecha, almacenamiento y proceso de alimentos?’ (Figura 3).

Concentracién de aflatoxinas

Proceso de
alimentos

Precosecha Postcosecha Almacenamiento Tiempo

Figura 3. Formacion y reduccion de aflatoxinas en el maiz.

Fuente: Adaptado de Pitt et al. (2013)?7.



2.5 Aspergillus flavus

Es un hongo de importancia econémica y toxicolégica debido a la produccion de
aflatoxinas y productos quimicos con propiedades perjudiciales para la salud. Es un
hongo saprofito, que se encuentra en los suelos, donde desempefia un papel muy
importante en el reciclado de nutrientes por los desechos de plantas y animales. Produce
numerosos conidios que se transportan por el aire por lo que se dispersan facilmente,
inverna en residuos de plantas como micelio (hifas) o esclerocios que a su vez sirven
como fuente de nuevos conidios (Figura 4). El ciclo de vida de A. flavus se puede dividir

en 2 fases principales:
Fase 1. La colonizacion de los residuos de las plantas en los suelos

Fase 2. La infeccion de los tejidos de los cultivos (granos, semillas) en crecimiento activo.
Al inicio de la temporada de crecimiento (primavera y algunas veces a finales del
invierno), cuando los esclerocios se exponen a la superficie de los suelos, germinan
rapidamente y forman un nuevo inéculo de conidios. Este nuevo indculo sera dirigido por
insectos o trasportado por el viento para comenzar la colonizacion e infeccion de los

cultivos recién plantados?®.
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Figura 4. Ciclo de vida de Aspergillus flavus en cultivo de maiz.

Fuente: Adaptado de Abbas et al. (2009)28.

El hongo A. flavus se puede desarrollar en un amplio rango de temperaturas para su

crecimiento y produccién de aflatoxinas; en general, con una actividad de agua (aw) de

0.86 - 0.9 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Rango de temperatura de crecimiento y produccion de aflatoxinas del hongo

A. flavus.
Temperatura Temperatura Temperatura
Aspergillus flavus Minima Optima Maxima
Crecimiento 6 —8°C 36 — 38°C 44 — 46°C
Produccion de 12°C 27 - 30°C 40 — 42°C

aflatoxina

Fuente: Bogantes-Ledezma et al. (2004)2°.

2.6 Control y prevencion de hongos aflatoxigénicos

Para evitar el efecto nocivo causado por las micotoxinas es necesario la prevencion del

ataque del hongo causante de la produccion de aflatoxinas en la etapa previa a la

cosecha, la desintoxicacion de alimentos y productos agricolas contaminados con

aflatoxinas y la inhibicién de la absorcion de aflatoxinas en el consumo de alimentos en

el tracto digestivo.

De acuerdo a Loi et al. (2017)3° y Mishra y Das (2003)° la contaminacién por aflatoxinas

puede prevenirse en el campo mediante la aplicacion de buenas practicas agricolas las

cuales incluyen:

- Uso de semillas sanas

- Riego adecuado

- Rotacioén de cultivos

- Cosecha en el momento adecuado

- Secado de los cultivos cosechados

- Almacenamiento bajo atmdésferas apropiadas

- Prevencioén de insectos u otros darfios al cultivo.

- Uso de variedades resistentes

- Medidas adecuadas de almacenamiento

11



- Sistema de analisis de peligro y puntos criticos de control (HACCAP)
La prevencion de la contaminacion de hongos y sus micotoxinas en productos agricolas
se pueden dividir en 3 niveles: la prevencion primaria siendo la mas importante y efectiva
para reducir el crecimiento del hongo y la producciéon de micotoxinas; la prevencion
secundaria se presenta cuando inicia la invasion de algunos hongos en productos basicos
en una etapa inicial y la prevencion terciaria se da una vez que los productos estan
fuertemente infestados por hongos micotoxigénicos y se deben tomar medidas para evitar

la propagacion de los mismos?! (Figura 5).

12



*Desarrollo de variedades resistentes a hongos fitopatégenos. \

Control de infeccidn fungica en el campo.

*Realizar cronograma de precosecha, cosecha y postcosecha
adecuados.

*Reducir el contenido de humedad de las semillas después de la
cosecha y durante el almacenamiento.

Prevencion «Aplicar temperatuas bajas de almacenamiento.
P rimaria -Usar fungicidas. y

*Control de infestacion de insectos.

\
*Eliminar o detener el crecimiento de otros fitopatdgenos.
*Detener el crecimiento del hongo, secando nuevamente el producto.
*Eliminar semillas contaminadas.
. 2 *Inactivar o desintoxicar a las micotoxinas.
Preven cion *Protejer a los productos almacenados.

secundaria Y,

\

*Destruccion completa de los productos contaminados
*Desintoxicacion o destruccion de las micotoxinas al nivel minimo.

)

Figura 5. Niveles de prevencion de la contaminacion de hongos y sus micotoxinas.

Para el control de micotoxinas se debe inhibir el crecimiento del hongo, una vez que se
han producido las micotoxinas se debe realizar una descontaminacion; ya sea, por
métodos fisico, quimicos o bilégicos para eliminarlas, inactivarlas o destruirlas3?.3132
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Métodos de inhibicion y descontaminacion de toxinas originadas por el género

Aspergillus.

Inhibiciéon del crecimiento fangico

Descontaminacion de las toxinas

Métodos fisicos

Secado de semillas a niveles de
humedad seguros (maiz < 13.5%)

Irradiacién gamma

Métodos fisicos

Eliminacién por seleccion manual de
las semillas contaminadas

Eliminacion por deteccion fotoeléctrica
de las semillas contaminadas

Uso de disolventes organicos:
cloroformo, acetona, hexano y metanol
Calentamiento o coccion a presion., si
es prolongado destruye vitaminas y
aminoacidos esenciales

Radiacion ionizante: rayos gamma

Métodos quimicos

Fungicidas sintéticos
Acidos orgéanicos: acido acético, acido
butirico, acido

propiénico, &cido

benzoico, &cido ascorbico, &cido
lactico, acido citrico.

Cloruro de sodio

Derivados de acido benzoico

Sulfitos de potasio y fluoruro de potasio
Dicloruros

Fumigantes: amoniaco y fosfina

Métodos quimicos

Acido acético

Gas amoniaco
Hidroxido de calcio
Formaldehido
Peréxido de hidrégeno
Metil-amina

Gas ozono

Acido fosférico

Gas fosfina
Bicarbonato de sodio
Bisulfito de sodio

Hipoclorito de sodio
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Métodos Biolégicos Métodos Biol6gicos

Tratamientos con productos naturales de - Fenilpropanoides:
plantas, hierbas y animales: Fenoles simples (eugenol, aceite
- Alcina y sustancias relacionadas con esenciales de clavo, canela y nuez
extracto de ajo y cebolla moscada, acido ferdlico, cumarinas)
- Quitosano y sus derivados - Flavonoides
- Aceites esenciales: tomillo, anis - Isoflavonoides de soya (fitoalexina,
estrella, canela, pimienta blanca vy glicol)
negra etc. - Taninos
- Microorganismos antagonicos - Terpenoides: a caroteno, B caroteno,
- Enzimas biotransformadoras luteina, zeoxantina (compuestos

abundantes en granos de maiz)

- Alcaloides: cafeina, alcaloides de
pimienta

- Acido fitico, &cidos hidroxamicos

- Antibidticos y dipéptidos acidos

Fuente: Loi et al. (2017)%°, Suttajit (1989)3'.

2.7 Quitosano

El quitosano es un biopolimero antimicrobiano, no toxico, biodegradable y biocompatible,
sus propiedades antimicrobianas se limitan a pH inferiores a 6. EstA compuesto
guimicamente por glucosamina y mondmeros de N- acetilglucosamina unidos mediante
enlaces B-(1-4) glicosidicos. Se obtiene de la desacetilacion de la quitina (segundo
biopolimero mas abundante después de la celulosa), la cual se obtiene del exoesqueleto

de insectos y crustadceos como camarones, langostas y cangrejos® (Figura 6).

El quitosano posee un contenido de nitrégeno mayor al 7% y una distribucion regular de
sus grupos amino libres los cuales pueden ser protonados por ciertos acidos cargandose
positivamente, por lo que, puede enlazarse con sustancias cargadas negativamente
como es el caso de los lipidos y proteinas presentes en la membrana celular de los

hongos=:.
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Estructura quimica del quitosano
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Quitosano en su forma protonada

Figura 6. Estructura quimica de la quitina, quitosano y quitosano en su forma protonada.

Fuente: Adaptado de Sahariah y Masson (2017)8.

El quitosano es un biopolimero con estructura y propiedades especificas (Cuadro 4), por
ejemplo, reduce el crecimiento in vitro de numerosos hongos34. La pared celular es una
estructura esencial para los hongos y su eliminacion puede considerarse el talén de

Aquiles de los hongos siendo el objetivo mas importante para la accién de los

fungicidas®.
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Cuadro 4. Propiedades quimicas y actividad bioldégica y fungicida del quitosano.

QUITOSANO

Propiedades

Actividad bioldgicay

aplicaciones

Actividad fungicida

- Soluble en A&cidos

organicos (acido
aceético, acido férmico,
acido succinico, &cido
lactico y acido malico)
cuando el pH es <6

- Insoluble en agua, en
medio alcalino o en
solventes organicos.

- Sus caracteristicas

varian  dependiendo
del grado de
desacetilacion y el
peso molecular.

- La viscosidad de las
soluciones que
contienen  quitosano

se ve afectada por el

grado de
desacetilacion, el peso
molecular, el pH y la

temperatura.

Posee grupos amino
reactivos.

Compuesto
antimicrobiano
utilizado en la
agricultura.

Posible inductor de
respuestas de
defensas  de las
plantas.

Aditivo en la industria
alimentaria.

Agente hidratante en
cosméticos.

Agente
biofarmacéutico en

biomedicinas.

Esta influenciada por factores
intrinsecos:
-Tipo de quitosano
-Grado de polimerizacion del
quitosano
- Hospedero
-Condiciones ambientales
- pH del medio
- Presencia o ausencia de
sustancias de interferencia
como lipidos y proteinas.
Se ha demostrado efecto
sobre varios hongos:
- Botrytis cinérea
- Fusarium oxysporum
- Drechstera soroklana
- Micronectriella nivalis
- Piricularia oryzae
- Rhizoctonia solani
- Thrchophyton
equinum
- Fusarium solani
- Colletotrichum sp
- Alternaria alternata
- Rhizopus stolonifer
- Penicillium sp
- Monilia sp
- Botryodiplodia

theobromae
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- Phytophthona
infestans

- Sclerotium rolfsii

- Candida albicans

- Alternaria solani

- Aspergillus niger

- Aspergillus flavus

- Penicillium digitatum

- Pichia anémala

- Pichia membrana
efaciens

- Sacharomyces

cerevisiae

Fuente: Badawy y Rabea (2013)%6, Chien et al. (2013)%’, Elkholy et al. (2014)38, Giner et
al. (2013)%, Kulikov et al. (2014)%°, Oliviera et al. (2013)*!, Rabea et al. (2003)34, Younes
et al. (2014)%.

Existen varios mecanismos de accién del quitosano (Figura 7) los cuales dependen de la
cepa, el peso molecular, el grado de desacetilacién y el tipo de quitosano utilizado, entre

otros®.
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El quitosano origina cambios en la permeabilidad celular de los microorganismos, debido a la
interaccion entre la naturaleza policationica del grupo amino del quitosano y las cargas
"é' electronegativas de la superficie externa de la membrana flngica o bacteriana
\
C \
A
N
é La unién del quitosano con la membrana celular de los microorganismos conduce a graves
M desequilibrios celulares de osmeostasia ionica de los iones K* y Ca 2+ causando |la salida de pequefias
0 moléculas ( fosfatos, nucledtidos y sustratos) afectando la respiracion fungica y la fermentacion
s
DE
A El quitosano interfiere en la sintesis de mRNA y de proteinas penetrando en los nucleos de los hongos.
(o
c
!
(o}
El quitosano actua como agente quelante de metales y nutrientes esenciales induciendo la inanicion de
DEL hongos, inhibiendo su crecimiento. Al
QUITOSANO i
La interaccién electrostatica entre el quitosano y el microorganismo altera la pared celular y la s
membrana plasmatica de los hongos, afectando la integridad de los organelos conduciendo en algunos
casos a la muerte celular

Figura 7. Mecanismos de accion de la actividad fungicida del quitosano.

Fuente: Adaptado de Ramos (2010)*3

2.8 Propéleo

Las abejas han existido desde hace 125 millones de afios y su éxito evolutivo se debe en
gran parte a sus productos (miel, cera de abeja, veneno, propdleo, polen y jalea real),
siendo el mas importante considerado como “arma quimica” contra microorganismos
patogenos “el propoleo” el cual se ha utilizado como remedio desde la antigiiedad; por lo
gue el propdleo se ha convertido en el tema de investigaciones farmacoldgicas y quimicas
en los dltimos 30 afios*4. Gracias a sus propiedades como antiséptico, anestésico local,
antimicrobiano (siendo mas eficaz en bacterias Gram positivas, virus, hongos y
parasitos), antiinflamatorio, antitumoral, inmunomodulador, protector (riidn e higado),
radioprotector, estimula la regeneracion de tejido, cicatrizante (quemaduras, Ulceras
varicosas), anticancerigeno y antioxidantes. Propdleo viene de la palabra griega propolis
(pro = para o en defensa y polis = la ciudad) que significa defensa de la colmena. El

19



propoéleo es un material resinoso recolectado por las abejas (Apis mellifera) de las yemas
y exudados de las plantas, el cual se mezcla con las enzimas de las abejas, el poleny la
cera. Las abejas lo utilizan para alisar las paredes internas y sellar los agujeros en sus
panales, cubrir las carcasas de los intrusos que murieron dentro de la colmena evitando
asi su descomposicion y protege a la colonia de las enfermedades debido a sus
propiedades antisépticas y antimicrobianas. En general el propéleo esta compuesto por
30% de cera, 50% de resinas y balsamo vegetal, 10% de aceites esenciales y aromaticos,
5% polen y otras sustancias como polifenoles, flavonoides y componentes activos?©.

La composicion quimica del propdleo varia segun su origen botanico y fitogeogréfico. La
mayoria de los componentes del propoleo son de naturaleza fendlica, principalmente los
flavonoides, se sabe que los fenoles simples y los &cidos fendlicos son agentes
antimicrobianos activos®®, responsables de su actividad farmacoldgica; los terpenos son

los responsables del olor y contribuyen a las propiedades biolégicas del propdleo?®.

En el cuadro 5 se resumen algunas propiedades quimicas, biol6gicas, medicinales y

antimicrobianas del propdleo.

Cuadro 5. Propiedades quimicas y actividad biolégica y antimicrobiana del propdleo.

PROPOLEO
Propiedades Actividad bioldgicay Actividad
aplicaciones antimicrobiana
- A temperaturas - Modulacion del | Bacterias
elevadas el propdleo sistema inmune. - Pseudomona
es suave, flexible y - Efecto antibacterianos aeroginosa
muy pegajoso. y antifingicos. - Salmonella typhi
- A temperaturas bajas - Efecto antioxidante - Escherichia coli
se vuelve duro vy (polifenoles). - Staphylococcus
quebradizo. Enfermedades aureus
- Soluble en etanol, neurodegenerativas y - Bacillus subtilis
metanol y agua. depresivas. - Enterococcus sp
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- Efecto antiproliferativo | Hongos

(flavonoides, - Candida parapcitosis
terpenos, y - Candida tropicalis
compuestos - Candida albicans
fendlicos). Parasitos

- Adyuvante en terapias - Leishmania

contra el cancer.
- Antidiabético
- Antiinflamatorio
- Antiulceras

- Antviral

Fuente: Sforcin (2016)°, Zabaiou et al. (2017)%.

2.9 Nanotecnologia

En los ultimos 20 afios la nanociencia y la nanotecnologia se han desarrollado en las
principales areas del desarrollo cientifico. La fortaleza de la nanotecnologia se basa en
hacer productos mas eficientes, multifuncionales y ahorradores de materia prima, dentro
de sus aplicaciones se encuentra la produccién agricola y de alimentos. Se define como
nanociencia al estudio de los fendbmenos y la manipulacion de materiales a escala
atomica, molecular y macromolecular, donde las propiedades difieren de las de mayor
escala y tienen aplicaciones funcionales nuevas y Unicas. La nanotecnologia se define
como el disefio, la produccion y la aplicacién de estructuras, dispositivos y sistemas
mediante el control de tamafio y la forma del material a escala nanométrica; el prefijo
“nano” viene del griego, el cual significa pequefo, 1 nanémetro es la mil millonésima parte
de un metro (10°). Las propiedades de las nanoparticulas se rigen por las leyes fisicas
de la mecanica cuantica (como color, solubilidad, resistencia, reactividad quimica y
toxicidad)#’. Al estar en escala nanométrica, tienen una alta relaciéon superficie-volumen;
por lo que, muestran caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas Unicas diferentes en

comparacion con sus homélogos a escala macro*!(Figura 8).
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Las nanoparticulas deben ser lo suficientemente pequefias para penetrar la membrana
celular, la interaccidon de las nanoparticulas con los microorganismos depende del area

superficial disponible®.

Homologo a escala //A\\ /\
macro ) | ) Nanoparticulas
\ o y

— ' »®

’ Re—— “,» A \ Y ?)

Membrana celular

Figura 8. Representacion esquematica de la interaccion de las nanoparticulas y

macromoléculas a través de la membrana celular.

En general las nanoparticulas se pueden obtener por el método de top-down el cual
reduce el tamafio de agregacion del material hasta obtener un tamafio nanométrico que
requiere de un consumo de energia, utilizando métodos fisicos (procesos de molienda);
y en el método bottom-up involucra la obtencion de un estado de agregacion nanomeétrico
a partir de una dispersion molecular, utilizando métodos quimicos en solucién coloidal,
procesos de formacion de nanoparticulas a partir de una solucion (Figura 9). Es
importante la eleccion del método de obtencion de las nanoparticulas para garantiza el
tamafio de 1-100 nanémetros y el agente estabilizante superficial para mantener el

tamano de las nanoparticulas uniforme y la dispersion estable“®.
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Figura 9. Métodos generales de obtencion de nanoparticulas y representacion
esquematica de una nanoparticula. Fuente: Adaptado de Gémez (2013)%8.

Esta caracteristica puede hacerlas quimicamente mas reactivas, afectando su
resistencia, propiedades eléctricas, magnéticas u oOpticas. Las nanoparticulas tienen
varias aplicaciones en la industria como en el reciclaje de agua (filtros porosos que
eliminan 100% virus y bacterias), el sector energético (celdas solares), dispositivos
informaticos (nanotransmisores y nanomemorias), agricultura (fertilizantes, herbicidas y
plaguicidas), medicina (protectores solares, fungicidas, apdsitos para heridas,

antibacterianos), ingenieria (sensores quimicos, pigmentos, tintas)*.

Ortiz (2014)*° menciona que puede haber 3 maneras de como traspasan las
nanoparticulas a la pared celular: endocitosis, semi endocitosis, penetracion y adhesion
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Principales mecanismos de accion de las nanoparticulas a través de la

membrana celular.

NANOPARTICULAS
Endocitosis y semi Penetracion Adhesion
endocitosis

Endocitosis, la membrana | Se da cuando la|Se refiere cuando las
cubre lentamente la | nanoparticula es | nanoparticulas se pegan a la
nanoparticula hasta ser | suficientemente  pequefia, | membrana.
introducida a la célula. los cientificos piensan que

puede deslizarse a través de
Semi-endocitosis, la | la membrana.

nanoparticula es cubierta
lentamente pero nunca esta
totalmente dentro de la
célula, parte de esta

permanecera en la
superficie.

l l

w tiempo iempo

Endocitosis Semi - Endocitosis

Fuente: Adaptado de Ortiz (2014)%°.

Las nanoparticulas de quitosano se obtienen por el método de bottom-up, con esta
metodologia las sustancias activas (como farmacos, extractos naturales entre otros) se
atrapan o ligan a la matriz polimérica. El potencial Z es un factor clave que contribuye al
efecto antifingico del quitosano debido a la interaccidn con la superficie microbiana por
Su carga negativa. Las nanoparticulas de quitosano policatiénicas con una elevada carga
superficial interactian mas eficazmente con el hongo en comparacion con la forma libre
del polimero de quitosano; ademas de tener mayor afinidad por unirse a las células de

los hongos; debido a su tamafio nanométrico contribuyen a un area de superficie mayor,
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lo que permite que las nanoparticulas puedan adsorberse mas firmemente sobre la

superficie de las células fungicas y alterar la integridad de la membrana®°.

2.10 Recubrimientos comestibles

Un recubrimiento comestible se define como una capa delgada formada por materiales
comestibles depositados sobre la superficie del alimento con el propdsito de extender su
vida util y proporcionar una barrera efectiva contra los riesgos que generan las
condiciones ambientales existentes. Los principales materiales poliméricos utilizados
para producir los recubrimientos son los polisacaridos (quitosano), proteinas (suero de

leche) y lipidos (aceite de girasol)>.

Los recubrimientos comestibles crean una barrera fisica a los gases produciendo una
atmosfera modificada*® al interior del fruto y retardan el proceso de senescencia a un
costo mas bajo. También, se pueden adicionar a los recubrimientos antioxidantes,
agentes antimicrobianos, saborizantes, pigmentos, minerales, bioflavonoides 'y

nutrientes®?,

En los ultimos afios se ha estudiado la adicién a los recubrimientos comestibles de
compuestos naturales como el quitosano y los extractos naturales como el propdéleo con

el fin de aumentar sus propiedades antimicrobianas (Cuadro?).
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Cuadro 7. Efecto antimicrobiano de recubrimientos a base de quitosano/propéleo

Microorganismo Efecto antimicrobiano Concentracion de Referencia
quitosano/
propoleo
Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii, | La pelicula de quitosano presento inhibicion | 2% quitosano/ 10% | Torlak y Sert (2013)53
Escheria coli, Listeria monocytogenes, | frente a las bacterias Gram + (3.11 — 3.26 Log) propoleo

Salmonella typhimurium,

Staphylococcus aureus

siendo mayor en estas que en las bacterias
Gram-. La inhibicién aumento con la adicion del
extracto de propdleo, reduciendo el recuento de
patégenos entre 3.87 log y 558 Log en
comparacion con el control a las 24 h de

incubacion.

Colletotrichum gloeosporioides

Se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 18.2%
al cuarto dia de incubacion.

1% Quitosano 1% /

5% propéleo

Barrera et al. (2015)*?

Staphylococcus aureus, Salmonella

Enteritidis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeroginosa

Las peliculas de quitosano no mostraron
inhibicién; sin embargo, al adicionar el extracto
de propdleo se observé su efecto inhibitorio en

las bacterias Gram+ (S. aureus).

2% quitosano / 2.5,
5,10y 20 %

propoleo

Siripatrawan y Vitchayakitti

(2016)5

Enterococcus fecalis

In vitro

Hubo una reduccién significativa de las unidades
formadoras de colonias de E. fecalis al adicionar
las nanoparticulas de quitosano a los 7 dias de
incubacion (2.04+0.57) y alos 14 dias (2.51+0.9).

5 mg nanoparticulas
de quitosano /5 mg
propéleo

In vitro e in situ

Del Carpio et al. (2017)55
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Al adicionar el extracto de propdleo fue efectivo
sé6lo en los primeros 7 dias (2.04+0.57).

In situ

El control presentd un porcentaje de células
viables del 96.1%, al adicionar las nanoparticulas
de quitosano, a los 7 dias esta fue de 30.37% y
a los 14 dias de 12.23%. Con el extracto de
propdleo, a los 7 dias fue de 23.93% y a los 14
dias 59.3%.

Listeria innocua

Se obtuvo una disminucion de L. innocua de 3.38

log ufc g* frente a 4.22 log ufc g* del control

0.5% quitosano /
15.4 g /150 ml

propéleo

Rollini et al. (2017)%6
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3. JUSTIFICACION

Existe una problematica a nivel mundial asociada con las enfermedades cronicas
no transmisibles causada por la exposicion continua de aflatoxinas provenientes de
varias especies de hongos del género Aspergillus incluyendo A. flavus. Ademas, las
aflatoxinas, son un metabolito secundario que puede contaminar los cereales
durante la cosecha, almacenamiento o procesamiento de los alimentos. Debido a
esto, es necesario encontrar soluciones para su control. En los ultimos afios, se han
realizados estudios sobre los recubrimientos comestibles para alargar la vida de
anaquel de los productos agricolas con el uso de compuestos naturales como el
quitosano y otros extractos naturales como el propdéleo, los cuales poseen
propiedades antimicrobianas notables. Por otro lado, el avance de la
nanotecnologia ha permitido integrar y hacer mas eficientes los componentes de los

recubrimientos al ser mas reactivos y eficientes.

4. HIPOTESIS

La aplicacion de recubrimientos nanoestructurados a base de quitosano y/o
propéleo y extracto de propodleo, afectaran el desarrollo in vitro y la produccion de

aflatoxinas del hongo toxicogénico A. flavus.
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5. OBJETIVOS
5.1 objetivo general

Determinar la actividad antifungica in vitro de quitosano y extracto de propodleo,
solos o combinados, e integrados en recubrimientos nanoestructurados sobre A.

flavus y su produccion de aflatoxinas

5.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar formulaciones de recubrimientos nanoestructurados con quitosano y

/o propdleo y extracto de propdleo.

2. Caracterizar los recubrimientos nanoestructurados mediante Microscopia

Electronica de Transmision (TEM) y el Potencial Z.

3. Evaluar el efecto de los recubrimientos nanoestructurados sobre la inhibicién y

crecimiento micelial y la germinacién de A. flavus.

4. Evaluar el efecto de los recubrimientos nanoestructurados, sobre la produccién

de aflatoxinas totales.
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6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
6.1 Materiales y métodos

6.1.1 Material fungico

6.1.1.2 Preparacion de medio de cultivo para el crecimiento de A. flavus

Se colocaron 500 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 1000 mL, al
cual se adicionaron 25 g del medio Czapek-Dox (BD BIOXON LT 3205865). El
medio se coloco en una parrilla de calentamiento con agitacién constante hasta su
homogenizacion y se dejé hervir durante 1 min. Posteriormente, se esterilizé durante
15 min a 15 Ib de presion en una autoclave marca AESA modelo CV300 mexicana.
Una vez que bajé la temperatura del medio, este se vertio en cajas Petri (10 cm de
diametro) en una campana de flujo laminar previamente esterilizada durante 15 min
con UV.

Se marcaron las cajas Petri y se guardaron dentro de una bolsa de plastico para
utilizarlas posteriormente (Figura 11).

Preparacion del Vaciado del Identificacion,
medio de cultivo Esterilizacion medio en las sellado y empacado
cajas Petri de cajas Petri

Figura 11. Preparacién del medio de cultivo y almacenamiento de las cajas Petri.
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6.1.1.3 Activacion de la cepa de A. flavus

La cepa de A. flavus fue proporcionada por el Dr. Miguel Angel Cornejo Cortés del
Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Estudios Superiores de

Cuautitlan de la Universidad Autébnoma de México

Se preparé una solucién de Hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% en la cual se
sumergieron durante 30 s 10 semillas en las variedades de maiz: ‘elotes conicos’,
‘maiz ancho’ y ‘maiz amarillo tardio’ las cuales se obtuvieron del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Valle de México,
Estado de México y 2 elotes que se obtuvieron del Mercado Municipal de Yautepec.
El material se enjuag6 con agua desionizada y se secé en papel absorbente estéril.
En la campana de flujo laminar, se inocularon las semillas y elotes con la cepa de
A. flavus, tomando con una aguja de diseccidén una porcién muy pequefia de micelio.
Las muestras se colocaron en una camara humeda durante 7 dias a temperatura
ambiente (25 + 2°C) hasta que los signos del hongo fueron visibles presentando

micelio de color verde amarillento.

Se aisl6 una punta de hifa del hongo, la cual se sembr6 en una caja Petri con el
medio Czapek-Dox. Las cajas se incubaron a 28°C durante 7 dias

aproximadamente®’ (Figura 12):

Desinfeccion de la Inoculacién de Incubacién en camara Aislamiento de
semilla A. flavus de humedad A. flavus

q e
g

> 7 L ]

A

Figura 12. Activacion de la patogenicidad de la cepa de A. flavus.
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6.1.1.4 Preparacion de la solucidn de esporas de A. flavus

Se tomo una caja Petri del cultivo de A. flavus a la cual se les adicionaron 10 mL de
agua desionizada. Con un asa bacteriolégica se raspo el contenido el cual se vertié
en un matraz Erlemenyer de 20 mL. Las esporas se contaron en una camara de
Neubauer con la ayuda de un microscopio Nikon (Modelo ALPHAPHOT-2 YS2-H)
con el objetivo de 40X y un contador manual de cuatro digitos. Mediante diluciones

se ajusto la solucion de esporas a 105/mL %8 (Figura 13).

Preparacion de la solucion de esporas Conteo de esporas en la
camara de Neubauer

Figura 13. Preparacion de la solucion de esporas de A. flavus.

6.1.2 Elaboracion de nanoparticulas de quitosano y propdleo por el

método de precipitaciéon
6.1.2.1 Elaboracion de nanoparticulas de quitosano

Se preparé una soluciéon de quitosano al 0.05% (p/v), para lo cual 0.05 g de
guitosano comercial (Quitosano de baja densidad, 89.34% grado de des acetilacién,
con peso molecular de 89,306 g-Mol) se disolvieron en acido acético 1% (v /v). Se
dej6é en agitacion constante durante 24 h y se ajusto el pH a 5.6 con una solucion
de NaOH 1N.
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Se preparo una solucion alcoholica con 480 mL de etanol y 8 mL de tween 20y se

dejé en agitacion durante 1h.

Posteriormente, a 40 mL de la solucion alcohdlica se agregaron 2.5 mL de la
solucion de quitosano al 0.05%, con agitacion constante con una bomba peristaltica
(Masterflex C/L Dual-Channel Pump) a una velocidad baja. Una vez que se obtuvo
la solucion de nanoparticulas se removi6 el etanol en un rotavapor (Rotavapor Buchi
R-300) en un bafio maria a 40 °C con una velocidad de rotacion de 40 rpm a un
vacio de 100 mbar, hasta un volumen de 2.5 mL. Las nanoparticulas que se

obtuvieron se almacenaron en refrigeracion >° (Figura 14).

Preparacion del quitosano 0.05% Preparacion 'Transferenua del. ) Remocién del Nanoparticulas
dela quitosano a la solucién etanol
solucion alcohdlica

alcohdlica

Figura 14. Preparacion de las nanoparticulas de quitosano y propoleo por el método

de precipitacion.

6.1.2.2 Elaboracién de nanoparticulas de propdleo

Se utilizo el extracto fluido de propéleo al 30%, el cual se obtuvo del laboratorio de
remedios herbolarios Rosa Elena Duefias, S.A de C.V. Lote No. EFP008754516.

Ahuatepec No.12 Colonia Antonio Barona Cuernavaca, Morelos.

Previo a la definicion final en la concentracién de propdleo, se evaluaron factores
como la temperatura y la luz, quedando la concentracion final de 0.6%. La
metodologia de preparacion correspondié también a la de Luque-Alcaraz et al.
(2012)%° (inciso 6.1.2.1).
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6.1.3 Elaboracion de los recubrimientos nanoestructurados

A una solucién de quitosano 1%(v/v), se le agreg6 &cido acético 1% (v /v) y glicerol
0.3% en agitacion constante. Posteriormente, se calenté entre 45-60°C y se
adicion6é el propdleo (0.6%) lentamente. Ya homogenizada la solucion, se
adicionaron las nanoparticulas de quitosano y propdleo y se homogeneizé

nuevamente durante 1 min a 10,000 rpm.

El efecto de las cubiertas en el desarrollo de A. flavus se evalu6é con las
concentraciones 5, 10, 20, 30, 40 y 50%, mediante la técnica de pozos (inciso
6.1.4.1).

Posteriormente se evaluaron 9 tratamientos con las concentraciones 20, 30 y 40%
de nanoparticulas (Cuadro 8). Se consideraron las variables (halo de inhibicion,

crecimiento micelial y germinacion de esporas) (inciso 6.1.4.1.1)

Cuadro 8. Componentes de las formulaciones de los recubrimientos

nanoestructurados.

Formulaciones Solucion Glicerol Nanoparticulas Nanoparticulas Extracto

de de propdleo de quitosano de
guitosano propoleo
(1%) (10%)
% % % % %
20% Nanoparticulas
T1 99.7 0.3 - -
T2 79.7 0.3 20 -
T3 79.7 0.3 - 20
T4 99.1 0.3 - - 0.6
T5 79.7 0.3 10 10 -
T6 79.1 0.3 10 10 0.6
T7 79.1 0.3 20 - 0.6
T8 79.1 0.3 - 20 0.6
T9 Czapek-Dox
30% Nanoparticulas
T1 99.7 0.3 - - -
T2 69.7 0.3 30 - -
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T3 69.7 0.3 - 30 -

T4 99.1 0.3 - - 0.6
T5 69.7 0.3 15 15 -
T6 69.1 0.3 15 15 0.6
T7 67.1 0.3 30 - 0.6
T8 67.1 0.3 - 30 0.6
T9 Czapek-Dox
40% Nanoparticulas

T1 99.7 0.3 - - -
T2 59.7 0.3 40 - -
T3 59.7 0.3 - 40 -
T4 99.1 0.3 - - 0.6
T5 59.7 0.3 20 20 -
T6 59.1 0.3 20 20 0.6
T7 59.1 0.3 40 - 0.6
T8 59.1 0.3 - 40 0.6
T9 Czapek-Dox

6.1.3 Caracterizacion fisica de las nanoparticulas

6.1.3.1 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Para la observacion de las muestras en TEM, se colocaron en una rejilla porta
muestra (lado oscuro de la rejilla) para TEM Lacey-Carbon, 2uL del recubrimiento
T2 (40% de nanoparticulas de propoleo), T3 (40% de nanoparticulas de quitosano)
y las nanoparticulas de quitosano como control y se dejo secar a temperatura
ambiente. Se observé en un Microscopio de Transmision Electronica (JEOL-JEM
2100, CNMM-IPN), con un voltaje de operacion de 80 kV. El tamafio de las
nanoparticulas promedio se calculo a partir de las imagenes del TEM utilizando el
programa de imagenes J %°(Figura 15).
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Microscopio de
Transmision
Electronica (JEOL-JEM
2100, CNMM-IPN)

Preparacion de la rejilla porta muestra para TEM

Figura 15. Caracterizacion de los recubrimientos nanoestructurados por TEM.

6.1.3.2 Potencial Z

Para determinar el Potencial zeta y la distribucién de las nanoparticulas mediante
dispersion dinamica de la luz (DLS), se utiliz6 un Zetasizer Nano - ZS90
(Instrumentos Malvern). Se colocaron aproximadamente 3 mL de la muestra del
recubrimiento T2 (40% de nanoparticulas de propdleo), T3 (40% de nanoparticulas
de quitosano) y T9 (nanoparticulas de quitosano), en una celda de cuarzo para su
analisis®® (Figura 16).

Preparacion de la muestra en la celda para la medicion Zetasizer Nano — ZS90
del potencial Z (CICATA IPN)

Figura 16. Determinacion del potencial Z de los recubrimientos nanoestructurados.
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6.1.4 Variables de evaluacion del crecimiento de A. flavus
6.1.4.1 Técnica de pozos

Se sigui6 la técnica de pozos para medir el halo de inhibicibn. En condiciones
estériles, a cada caja Petri con agar Czapek-Dox se le adicionaron 0.5 ml de
suspension de esporas 10° la cual se esparcid en toda la caja con un asa
bacteriologica estéril en forma de L. Se dejé secar la solucion fungica y
posteriormente con un horadador de 5 mm de diametro se realizaron 5 orificios a
los que se les adicion6 20 pl de cada tratamiento (formulaciones
nanoestructuradas). Las cajas se dejaron a temperatura ambiente. Se realizaron 6

repeticiones de cada tratamiento
6.1.4.1.1 Variables
6.1.4.1.1.1 Halo de inhibicion

Se midi6 el halo de inhibicién (mm) diariamente con la ayuda de un vernier digital®*

durante 7 dias (Figura 17).

Adicién de la solucién de esporas y realizacién de los pozos Medicién del halo de
inhibicion

Figura 17. Técnica de pozos para evaluar el crecimiento de A. flavus.
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6.1.4.2 Técnica de envenenamiento del medio

En cajas Petri con el medio de cultivo (Czapek-Dox) se les adicionaron 0.25 mL del
tratamiento, se dejo secar en una campana de flujo laminar y posteriormente se le
adicionaron en la parte central 10 pL de la solucion de esporas. Se realizaron 6

repeticiones por cada tratamiento.
6.1.4.2.1 Variables
6.1.4.2.1.1 Crecimiento micelial.

El crecimiento micelial se midié diario con la ayuda de un Vernier a temperatura
ambiente 25 * 2 (Figura 18).

Adicion de los diferentes | Adicion de la solucion de | Medicion del crecimiento
tratamientos esporas micelial

Figura 18. Técnica de envenenamiento del medio para la medicion del crecimiento

micelial de A. flavus.

La inhibicién del crecimiento micelial, se evalud en relacién al crecimiento micelial

del control con la formula siguiente:

Area de inhibicién= 1T (r?)
Donde:
= 3.1416

r= radio del crecimiento micelial
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6.1.4.2.1.2 Germinacion de esporas.

Se utilizaron las cajas Petri del ensayo del crecimiento micelial (2 cajas por
tratamiento de manera aleatoria), a las cuales se les agregd 20 mL de agua
destilada estéril. Se raspo la caja con un asa bacteriologica en forma de L estéril.
Discos de Czapek-Dox de 20 mm de didmetro se colocaron sobre un portaobjetos
en el interior de una caja Petri de 90 mm de diametro. A cada uno se les deposito
25 pL de la solucién de esporas (10°). Se sellaron las cajas con parafilm. Se colocé
una gota de lactofenol en cada disco a las 2, 4, 6, 8 y 10 h para evaluar la cinética
de germinacion. Se realizaron 6 repeticiones por tratamiento. Se realizé el conteo
de esporas con un hematocitometro de cada uno de los tratamientos a 40X (Figura
19).

Preparacion de la solucion de esporas Adicion de la Adicion de
solucion de lactofenol
3 - esporas

Figura 19. Técnica para evaluar la germinacion de esporas de A.flavus.

Se evaluaron 100 esporas por disco en el microscopio Optico, objetivo 40X (Nixon
alphaptol-2 YS2-H, Japon) y se determinéd el porcentaje de germinacion (G ),
donde Ec representa el nUmero de esporas germinadas y Te el total de esporas. Se
consider6 que una espora habia germinado cuando se observé la presencia del tuvo

Grae) = (:i—z)noe

germinativo en su fase inicial®?(Figura 20).
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Figura 20. Observacion de esporas germinadas de A.flavus.

6.1.4.3 Evaluacion del contenido de aflatoxinas

El contenido de aflatoxinas totales se determind en el laboratorio de Alimentos,
micotoxinas y micotoxicosis, de la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan de
la Universidad Autonoma de México, bajo la direccion del Dr. Juan Carlos del Rio,

siguiendo la metodologia propuesta por Méndez-Albores et al. (2009)83,
6.1.4.3.1 Preparacion de la muestra

Se prepararon los nueve recubrimientos que se reportan en el Cuadro 9, los cuales
se colocaron en 6 cajas Petri por tratamiento. A cada caja se les depositaron 25 pL
de la solucién de esporas (10°) y se incubaron durante 15 dias a una temperatura
ambiente (28 + 2°C).

6.1.4.3.1 Extraccion de la muestra

El agar de la caja Petri de cada tratamiento se licu6 con 50 mL de una solucion de
metanol con agua (80/20) durante 1 min. Se filtro la mezcla a través de un papel
filtro (Whatman No. 100).
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6.1.4.3.2 Determinacion de aflatoxinas totales

Se pesaron 10 mL del filtrado por la columna de afinidad monoclonal AflaTest
(VICAM Science Technology, Watertown, MA, U.S.A) posteriormente, se filtraron 10
mL de agua ultrafiltrada a través de la columna; se adiciono 1 mL de metanol grado

HPLC y se recibio el filtrado en una celda de cristal.
6.1.4.3.2.1 Determinacion fluorométrica de las aflatoxinas

Se agrego6 a la muestra 1mL del revelador (disolucion de bromo 0.002%), se mezcl6
y posteriormente se colocé la celda en el fluorometro VICAM (Series 4 Fluorometer

VICAM) el cual dio la lectura digital después de 1 min®* (Figura 21).

\'® Determinacién de aflatoxinas AflaTest Vicam

Extraccion

dela Cromatografia de afinidad
muestra

Determinacion
de aflatoxina

AflaTest v Attinity Column

Figura 21. Determinacion de aflatoxinas totales producidas por A. flavus bajo
diferentes tratamientos de quitosano y propoleo.

6.2 Analisis estadistico

Se realiz6é un andlisis de varianza y comparacion de medias de Tukey (p=0.05)

con el programa Infostat version estudiantil 2017.

41



7. RESULTADOS

7.1 Estudio de microscopia. Caracterizacion fisica de las nanoparticulas
7.1.1 Microscopia TEM

En las imagenes se pudo observar que la morfologia de las nanoparticulas fue
esférica en todos los tratamientos. Las nanoparticulas del T2 (NpP) presentaron un
tamafio promedio de 2.33+0.36 nm, mientras que las del T3 (NpQ) tuvieron un
tamafo promedio de 3.00+0.70 nm, al igual que las nanoparticulas de quitosano
utilizadas como control (3.00+1.01 nm). Las micrografias mostraron a un aumento
de 20 nm que las nanoparticulas del T2 (NpP) se encontraban dispersas, mientras
que, en el T3 (NpQ) y control a 100 nm de aumento, éstas se observaron en

aglomeraciones (Figura 22).
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a) NpQ

b) T3 NpQ

c) T2 NpP

Figura 22. Microscopia Electronica de Transmision: a) NpQ (nanoparticulas de
quitosano), b) T3 NpQ (nanoparticulas de quitosano al 40%) y c) T2 NpP
(nanoparticulas de propoleo al 40%).
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7.1.2 Potencial Z

Se pudo observar que a medida que aumentd la magnitud del potencial Z, la
repulsion electrostética entre las particulas fue mayor y la dispersion coloidal fue
mas estable. Los valores del potencial Z fueron los siguientes: T2 (NpP) +18.5mV +
1.8, T3 (NpQ) +116.2mV * 16.4 y para las nanoparticulas de quitosano, +21.3mV +
0.06.

En el caso del recubrimiento T2 (NpP), el propdleo no permitié el paso de la luz

(TEM) y el l&ser, por lo que se tuvieron que hacer diluciones para su determinacion.

7.2 Efecto de los recubrimientos nanoestructurados en el crecimiento in
vitro de A. flavus

7.2.1 Técnica de pozos

En los cuadros 9, 10 y 11 se presentan los resultados del andlisis de varianza y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey de los tratamientos evaluados.
En los resultados se puede observar que el recubrimiento que mostré mayor halo de
inhibicién a una concentracion del 20% en el desarrollo de A. flavus fue el T2 (NpP),
seguido del T7 (NpP+EP) , T5 (NpP+NpQ) y T6 (NpP+NpQ+EP) (2.50, 2.44, 2.24 y
1.94 cm, respectivamente), mostrando diferencias significativas con respecto al
control (0.0 cm) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Efecto de recubrimientos nanoestructurados al 20% (propodleo y/o

quitosano) en el desarrollo in vitro del hongo A. flavus mediante la técnica de pozos.

Recubrimientos nanoestructurados Halo de inhibicion

(cm) (% £ D.E)

T1Q (1%) 0.00 + 0.00 c*
T2 NpP (20%) 250+0.38a
T3 NpQ (20%) 1.91+0.48 a
T4 EP (0.6%) 0.82+0.42b
T5 NpP (10%) +NpQ (10%) 224+0.35a
T6 NpP (10%) +NpQ (10%) +EP (0.6%) 1.94 +0.50 a
T7 NpP (20%) +EP (0.6%) 243+0.22a
T8 NpQ (20%) +EP (0.6%) 2.15+0.46 a
T9 Control 0.00£0.00c

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propéleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP

(extracto de propdleo).

Con respecto a la concentracion del 30% de nanoparticulas, el recubrimiento que
presentd mayor halo de inhibicion en el desarrollo de A. flavus, fue el T6
(NpP+NpQ+EP) presentado diferencias significativas con respecto al control (T9)

(2.02 y 0.0 cm, respectivamente) (Cuadro 10).

45



Cuadro 10. Efecto de recubrimientos nanoestructurados al 30% (propdleo y/o
quitosano) en el desarrollo in vitro del hongo A. flavus mediante la técnica de pozos.

Recubrimiento nanoestructurado Halo de inhibiciéon

(cm) (% + D.E)

T1Q (1%) 0.00 + 0.00 d*
T2 NpP (30%) 1.57+0.23 b
T3 NpQ (30%) 0.63+0.06 C
T4 EP (0.6%) 0.82+0.42c
T5 NpP (15%) +NpQ (15%) 0.63+0.07 c
T6 NpP (15%) +NpQ (15%) +EP (0.6%) 202+0.14 a
T7 NpP (30%) +EP (0.6%) 1.58+0.21b
T8 NpQ (30%) +EP (0.6%) 0.70+0.10 c
T9 Control 0.00+0.00d

*Medias con una letra comin no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propdleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP
(extracto de propdleo).

Los resultados mostraron que a una concentracion del 40% de nanoparticulas,
los recubrimientos que presentaron mayor halo de inhibicion en el desarrollo
de A. flavus fueron los tratamientos T2 (NpP) (2.05 cm), T6 (NpP+NpQ+EP)
(2.20 cm) y el recubrimiento T7 (NpP+EP) (1.01 cm); presentando diferencias

significativas con respecto al control (T9) (0.0 cm) (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efecto de recubrimientos nanoestructurados al 40% (propodleo y/o
quitosano) en el desarrollo in vitro del hongo A. flavus mediante la técnica de pozos.

Halo de inhibiciéon

Recubrimientos nanoestructurados (cm) (x £ D.E)
T1Q (1%) 0.00 + 0.00 d*
T2 NpP (40%) 2.05+0.65a
T3 NpQ (40%) 0.67 +0.08 c
T4 EP (0.6%) 0.82+0.42 bc
T5 NpP (20%) +NpQ (20%) 1.22+0.17 b
T6 NpP (20%) +NpQ (20%) +EP (0.6%) 220+0.18 a
T7 NpP (40%) +EP (0.6%) 1.01+0.18a
T8 NpQ (40%) +EP (0.6%) 0.73 +0.10 bc
T9 Control 0.00+0.00d

*Medias con una letra comin no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propéleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP
(extracto de propdleo).

En general se observo que el T6 (NpP+NpQ+EP) presentdé mayor halo de
inhibicién en las diferentes concentraciones de nanoparticulas (20, 30 vy

40%) evaluadas.

Para confirmar el efecto inhibitorio del T6 (NpP+NpQ+EP), en una caja de
cultivo se coloco el tratamiento en diferentes concentraciones de
nanoparticulas. Se observé que a medida que aumenta la concentracion de
nanoparticulas, también se incrementa el efecto inhibitorio. El maximo halo de

inhibicion se observé a partir de las concentraciones 20, 30, 40 y 50%. a

47



excepcion de las concentraciones al 5 y 10% donde no hubo inhibicién en el

desarrollo de A. flavus (Figura 23).

Figura 23. Halo de inhibicion del recubrimiento T6 (NpP+NpQ+EP) con diferentes
concentraciones de nanoparticulas a) 5, 10 y 20%; b)30, 40 y 50%, sobre A. flavus.

7.2.2 Técnica de envenenamiento del medio

7.2.2.1 Crecimiento micelial

En los resultados se pudo observar que el recubrimiento que presentd mayor
inhibicién a una concentracién de nanoparticulas del 20% en el crecimiento micelial
en el desarrollo de A. flavus fue el tratamiento T4 (EP) con una tasa de crecimiento
de 0.63 cm/dia, una R? = 0.98, un area de crecimiento micelial de 15.6 cm?y un %
de inhibicion de 14.25% presentando diferencias significativas con respecto al control
(T9) (Cuadro 12) (Figura 24 y 27).
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Cuadro 12. Efecto de recubrimientos nanoestructurado al 20% de nanoparticulas de

propéleo y/o quitosano sobre el crecimiento de A. flavus mediante la técnica de

envenenamiento del medio.

Taza Area
Recubrimientos de R? de %
Nanoestructurados crecimiento crecimiento Inhibicion
(cm/dia) (cm?)
(x + D.E)
T1Q (1%) 0.74 0.9842  21.0+0.00 c* 0.00
T2 NpP (20%) 0.68 0.9955 18.2+0.38 ab 7.70
T3 NpQ (20%) 0.70 0.9939  19.3+0.48bc 4.62
T4 EP (0.6%) 0.63 0.9892 156+042a 14.25
T5 NpP (10%) +NpQ (10%) 0.66 0.9949  17.0+0.35ab 10.40
T6 NpP(10%)+ 0.65 0.9935  16.9+0.50 ab 11.56
NpQ(10%)+EP(0.6%)
T7 NpP (20%) +EP (0.6%) 0.66 0.9970  16.9+0.22ab 10.59
T8 NpQ (20%) +EP (0.6%) 0.67 0.9962  16.7+0.46ab 9.63
T9 Control 0.74 0.9842 21.0+£0.00 c 0.00

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey

(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propdleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP

(extracto de propdleo).
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1

Tiempo de incubacion (dias)

—T1(Q1%) —— T2 (NpP 20%)
T3 (NpQ 20%) —— T4 (EP 0.6%)

——T5 (NpP 10% + NpQ 10%) T6 (NpP 10% + NpQ 10% + EP 0.6%)
T7 (NpP 20% + EP 0.6%) T8 (NpQ 20% + EP 0.6%)
T9 (Control)

Figura 24. Efecto de recubrimientos nanoestructurados al 20% (propdleo y/o
quitosano) en la cinética del crecimiento micelial del hongo A. flavus, durante 7 dias
de incubacion a 28 + 2°C. CV=3.93.

A una concentracion del 30 % de nanoparticulas los recubrimientos que presentaron
mayor inhibicién en el crecimiento micelial en el desarrollo de A. flavus fueron los
tratamientos T2 (NpP) (30%), T5 (NpP+NpQ) y T6 (NpP+NpQ+EP) presentando
diferencias significativas en el % de inhibicion con respecto al control (T9) (27.20,
27.20, 26.80 y 00.00%, respectivamente) (Cuadro 13) (Figura 25y 27).

50



Cuadro 13. Efecto de recubrimientos nanoestructurado al 30% de nanopatrticulas de
propéleo y/o quitosano sobre el crecimiento de A. flavus mediante la técnica de

envenenamiento del medio.

Taza de Area de
o crecimiento crecimiento
Recubrimientos R? %
(cm/dia)
(cm?) L
Nanoestructurados Inhibicién
(x . D.E)

T1Q (1%) 0.71 0.9812 19.50 + 0.30 b* 00.00
T2 NpP (30%) 0.50 0.4633 07.70+3.63 a 27.20
T3 NpQ (30%) 0.62 0.9556 14.40 £9.77 ab 10.60
T4 EP (0.6%) 0.59 0.9892 13.60 £ 2.40 ab 14.50
T5 NpP (15%) +NpQ (15%) 0.50 0.9252 10.00+1.41 a 27.20
T6 NpP(15%) 0.51 0.9800 10.10+191a 26.80
+NpQ(15%)+EP(0.6%)
T7 NpP (30%) +EP (0.6%) 0.57 0.9512 13.30 £ 7.09 ab 18.00
T8 NpQ (30%) +EP (0.6%) 0.55 0.9699 12.10+3.13 ab 20.20
T9 Control 0.69 0.9864 18.80+1.45Db 00.00

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propdleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP

(extracto de propdleo).
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T8 (NpQ 30% + EP 0.6%)

T9 (Control)

Figura 25. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 30% (propodleo y/o
quitosano) en la cinética del crecimiento micelial en el desarrollo in vitro del hongo

A. flavus durante 7 dias de incubacién a 28 + 2°C. CV=3.44.

Los resultados muestran que a una concentracién del 40 % de nanoparticulas el
recubrimiento que presentdé mayor inhibicion en el crecimiento micelial en el
desarrollo de A. flavus fue el tratamiento T6 (NpP+NpQ+EP) (32.72%), seguido del
T5 (NpP+NpQ) (30.47 %), ambos tratamientos mostraron diferencias significativas

con respecto al control (0.0) (Cuadro 14) (Figura 26 y 27).
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Cuadro 14. Efecto de recubrimientos nanoestructurados al 40% de nanoparticulas
de propoleo y/o quitosano sobre el crecimiento de A. flavus mediante la técnica de

envenenamiento del medio

Taza de Areade
o crecimiento crecimiento

Recubrimientos R? %

(cm/dia) W,

(cm?) Inhibicién
Nanoestructurados
(x+.D.E)

T1Q (1%) 0.71 0.9618 21.0+0.30 d* 0
T2 NpP (40%) 0.50 0.9589 13.4+1.92 ab 28.82
T3 NpQ (40%) 0.55 0.9763 15.3+3.81 bc 21.26
T4 EP (0.6%) 0.59 0.9954 15.6+2.40ab 15.33
T5 NpP (20%) +NpQ (20%) 0.48 0.9391 13.9+2.08 ab 30.47
T6 NpP(20%) 0.53 0.9887 11.0+1.83a 32.72
+NpQ(20%)+EP(0.6%)
T7 NpP (40%) +EP (0.6%) 0.57 0.9931 12.8+2.4lab 18.18
T8 NpQ (40%) +EP (0.6%) 0.56 0.9918 125+ 1.56 ab 18.60
T9 Control 0.69 0.9792 21.0+1.45cd 0

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
(p>0.05). Prueba de Tukey. Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propéleo), NpQ (nanoparticulas
de quitosano), EP (extracto de propéleo).

53



Crecimiento micelial (cm)

I W - n
b M1 W o & 1o
L L L L L L L |
s
N
x'\.
LY

1.5 -
-l -
0.5
I] T T T 1
0 4 5 [ 7
Tiempo de incubacion (dias)
—T1(Q 1%) —— T2 (NpP 40%)

T3 (NpQ 40%)
——T5 (NpP 20% + NpQ 20%)
T7 (NpP 40% + EP 0.6%)

—— T4 (EP 0.6%)

T6 (NpP 20% + NpQ 20% + EP 0.6%)
T8 (NpQ 40% + EP 0.6%)

Figura 26. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 40% (propoéleo y/o

quitosano) en la cinética del crecimiento micelial in vitro del hongo A. flavus durante

7 dias de incubacién a 28 + 2°C. CV=15.63.
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Figura 27. Crecimiento micelial de A. flavus incubado en los recubrimientos con diferentes concentraciones de

nanoparticulas de propdleo y/o quitosano.
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7.2.2.2 Germinacién de esporas

En los cuadros 15, 16 y 17 se presentan los resultados de la R?, andlisis de varianza
y comparacion de medias del porcentaje de las esporas germinadas a las 10 h de
incubacion y el porcentaje de inhibicion de los tratamientos evaluados.

En los resultados se puede observar que el recubrimiento nanoestructurado al 20%
que presentd menor porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo de A.
flavus fue el tratamiento T5 (NpP+NpQ) (28%), presentando diferencias significativas
con respecto al control (T9) (84%) (Cuadro 15) (Figura 28).

Cuadro 15. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 20% (propoéleo y/o

quitosano) en el porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo in vitro de

A. flavus.
Recubrimientos R2 Germinacion

Nanoestructurados (%) (x . D.E)
T1Q (1%) 0.9700 77.50 + 14.77 b*
T2 NpP (20%) 0.8418 93.00 + 6.23 cd
T3 NpQ (20%) 0.8638 78.30 £ 4.68 bc
T4 EP (0.6%) 0.9228 95.50 + 1.97 d
T5 NpP (10%) +NpQ (10%) 0.3833 28.00+7.24a
T6 NpP(10%) +NpQ(10%)+EP(0.6%) 0.8407 91.33 + 3.2 bed
T7 NpP (20%) +EP (0.6%) 0.8517 90.33 + 2.07 bed
T8 NpQ (20%) +EP (0.6%) 0.9100 85.83 + 1.17 bed
T9 Control 0.8549 84.00 + 15.39 bcd

*Valores promedio de 100 observaciones (6 repeticiones por tratamiento). Tiempo de incubacién 10

horas. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey
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(p>0.05). Prueba de Tukey. Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propéleo), NpQ (nanoparticulas

de quitosano), EP (extracto de propoéleo).
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—— T5 (NpP 10% + NpQ 10%) T6 (NpP 10% + NpQ 10% + EP 0.6%)

T8 (NpQ 20% + EP 0.6%) T9 (Control)

Figura 28. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 20% (propdleo y/o

quitosano) en la cinética de germinacién de esporas en el desarrollo in vitro de A.
flavus durante 10 horas de incubacién a 28 + 2°C. CV=10.05.

A una concentracion del 30 % de nanoparticulas, el recubrimiento que presento

menor porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo de A. flavus fue el

tratamiento T5 (NpP+NpQ) (45.20%), presentando diferencias significativas con
respecto al control (T9) (84%). (Cuadro 16) (Figura 29).
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Cuadro 16. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 30% (propdleo y/o

quitosano) en el porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo in vitro de

A. flavus.

Recubrimientos nanoestructurados R2 Germinacion
(%) (x . D.E)

T1Q (1%) 0.9086 77.80£17.77 b*
T2 NpP (30%) 0.6794 98.70+1.21¢c
T3 NpQ (30%) 0.9140 7750 £5.01 b
T4 EP (0.6%) 0.9228 95.50+1.97c
T5 NpP (15%) +NpQ (15%) 0.8794 4520 +6.01 a
T6 NpP (15%) +NpQ(15%) +EP(0.6%) 0.8056 79.00 +5.66 b
T7 NpP (30%) +EP (0.6%) 0.9776 90.50 + 8.62 bc
T8 NpQ (30%) +EP (0.6%) 0.8168 99.20+0.98 c

T9 Control 0.8549 84.00 + 15.39 bc

*Valores promedio de 100 observaciones (6 repeticiones por tratamiento). Tiempo de incubacién 10

horas Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey

(p>0.05). Prueba de Tukey. Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propéleo), NpQ (nanoparticulas

de quitosano), EP (extracto de propoleo).
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Figura 29. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 30% (propdleo y/o

quitosano) en la cinética de germinacion de esporas en el desarrollo in vitro de A.
flavus durante 10 horas de incubacién a 28 + 2°C. CV=10.07.

Con respecto a la concentracion del 40% de nanoparticulas, el recubrimiento que

presentdé menor porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo de A. flavus

fue el tratamiento T6 (NpP+NpQ+EP), mostrando diferencias significativas con

respecto al control (T9) (3.33 y 84%, respectivamente), asi como en el resto de los
tratamientos (Cuadro 17) (Figura 30y 31).
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Cuadro 17. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 40% (propdleo y/o

quitosano) en el porcentaje de germinacion de esporas en el desarrollo in vitro de

A. flavus.

R2 Germinacion

Recubrimientos nanoestructurados (%) (x +. D.E)

1Q (1%) 0.9886 77.5+14.77 c*
T2 NpP (40%) 0.7917 87.70 + 15.24 cd
T3 NpQ (40%) 0.8660 92.00 £5.22 cd
T4 EP (0.6%) 0.9228 95.50 +1.97 cd
T5 NpP (20%) +NpQ (20%) 0.9400 98.67 + 1.37 cd
T6 NpP(20%) +NpQ(20%)+EP(0.6%) 0.4790 3.33+3.78a

T7 NpP (40%) +EP (0.6%) 0.5229 4450 + 13.84 b
T8 NpQ (40%) +EP (0.6%) 0.8890 93.50 +£1.38 cd
T9 Control 0.8549 84.00 + 15.39 cd

*Valores promedio de 100 observaciones (6 repeticiones por tratamiento). Tiempo de incubacion 10

horas Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey

(p>0.05). Q (quitosano), NpP (nanoparticulas de propoleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP

(extracto de propdleo).
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Figura 30. Efecto de los recubrimientos nanoestructurados al 40% (propéleo y/o
quitosano) en la cinética de germinacion de esporas en el desarrollo in vitro del
hongo A. flavus durante 10 horas de incubacion a 28 + 2°C. CV=13.51.
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Figura 31. Efecto del recubrimiento T6 al 40% (NpP+NpQ+EP) y T9 (control) en la
cinética de germinacién de esporas de A. flavus durante 10 horas de incubacién a
28 + 2°C.

7.2.3 Efecto de los recubrimientos nanoestructurados sobre la

produccién de aflatoxinas en A. flavus
7.2.3.1 Sintesis de aflatoxinas

En general, todos los tratamientos mostraron diferencias estadisticas significativas
con respecto al control (Cuadro 18). Los resultados mostraron que hubo una
inhibicion total por T1 (Q) en la produccién de aflatoxinas, seguido del T3 (NpQ)
(1.59 ppb) y T4 (EP) (2.00.ppb).
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Cuadro 18. Determinacién de aflatoxinas totales por cromatografia de

inmunoafinidad de los recubrimientos nanoestructurados al 40% (propoleo y/o

quitosano).
Tratamientos Aflatoxinas totales

ppb (x £. D.E)

T1Q (1%) 0.0 a*

T2 NpP (40%) 2.73+0.68 ab

T3 NpQ (40%) 1.59 + 0.80 ab

T4 EP (0.6%) 2.00 + 0.61 ab

T5 NpP (20%) +NpQ (20%) 2.87+0.29b

T6 NpP(20%) +NpQ(20%) +EP(0.6%) 2.80 + 0.35 ab

T7 NpP (40%) +EP (0.6%) 2.63+0.15 ab

T8 NpQ (40%) +EP (0.6%) 2.53+0.21 ab

T9 Control 25.00£ 2.65¢c

*Valores en base a un promedio de 100 observaciones (3 repeticiones por tratamiento). Medias con
una letra comdn no son significativamente diferentes. ANOVA y prueba de Tukey (p>0.05). Q
(quitosano), NpP (nanopatrticulas de propdleo), NpQ (nanoparticulas de quitosano), EP (extracto de

propdleo).
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8. DISCUSION

La caracterizacion fisica de los tratamientos T2 (NpP) y T3 (NpQ) al 40% se realiz6
por TEM y Potencial Z. Se observo en estos tratamientos que las nanoparticulas se
distribuyeron de manera uniforme, observandose una morfologia esférica.
Igualmente, las nanoparticulas de quitosano y del tratamiento T3 (NpQ),
presentaron el mismo tamafio (3.00 nm), el cual disminuyo en el T2 (NpP) (2.33 nm)
a diferencia por lo reportado por Afrouzan et al. (2012)% en donde el tamafio de las
nanoparticulas de propdleo fue de 51 a 86 nm. Esto pudo deberse a que el método
de elaboracion de las nanoparticulas fue diferente, por ejemplo, el utilizado por esos
autores fue top-down (molienda) a diferencia del utilizado en esta investigacion
(bottom-up). Correa et al. (2017)% y Valle et al. (2016)%’ reportaron un tamafio de
nanoparticulas de quitosano de 4.5 nm y 5.9 nm de nanoparticulas de quitosano
con aceite esencial de tomillo. En relacion al potencial Z, el valor fue de +21.3mV
para las nanoparticulas de quitosano (T3) y de +18.5mV para las nanoparticulas de
propdleo (T2), coincidiendo con Shukla et al. (2013)%8 lo cuales reportaron que el
potencial Z de las nanoparticulas de quitosano elaboradas con tripolifosfato de
polianiébn de sodio fue entre +20mV y +60mV. En esta investigacion, las
nanoparticulas de propoleo presentaron menor valor en comparacion con las
nanoparticulas de quitosano, lo cual concuerda con lo reportado por Sotelo et al.
(2017)%0 quienes obtuvieron un potencial Z de +20.2 mV para las nanoparticulas de
quitosano y +10.0 mV para las nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de
limén; ellos argumentan que esto pudo deberse a que el propdleo y el aceite
esencial de limén son materiales biol6gicamente activos, los cuales disminuyen la
cantidad de iones -NH3* presentes en el quitosano en su forma protonada, debido

a una posible interaccién entre el quitosano y el material biolégicamente activo.

En esta investigacion los tratamientos que contenian nanoparticulas de propodleo:
T2 (NpP), T6 (NpP+NpQ+EP) y T7(NpP+EP) ejercieron mayor control sobre el
hongo estudiado lo cual se reflejo en el mayor halo de inhibicion desarrollado,
igualmente esta respuesta de inhibicion se obtuvo mediante la aplicacion de las tres
concentraciones de nanoparticulas (20%, 30% y 40%), a diferencia del resto de los

tratamientos incluyendo al recubrimiento que solo contenia extracto de propoleo.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Afrouzan et al. (2012)%° los cuales
reportaron que la aplicacion de nanoparticulas de propéleo, fue mas eficaz que el
extracto de propoleo para inhibir el desarrollo Staphilococcus aureus; evidenciando,
que el halo de inhibicion de la bacteria fue de 26 mm con nanoparticulas, mientras
que, con el extracto, el halo de inhibicion fue de 13 mm. Del mismo modo, Ong et
al. (2017)% evaluaron nanoparticulas o extractos de propéleo sobre el crecimiento
de Enterococcus faecalis bajo condiciones in vitro y concluyeron, que las
nanoparticulas de propdleo fueron mas efectivas, debido a que la sobrevivencia de
esta bacteria disminuy6 hasta 8 veces mas que el extracto de propéleo. Esto pudo
ocurrir debido a que el tamafio nanométrico de la nanoparticula facilité la captacion
de propdleo, permitié mayor superficie de accidén y por lo tanto hubo un mayor efecto
sobre E. faecalis. Por su parte, Ong et al. (2017)% y Yien et al. (2012)’° mencionan
que las nanoparticulas proporcionan una mayor superficie de penetracién; lo que
permite que sean mejor adsorbidas y distribuidas sobre la superficie de las células

fungicas y por lo tanto alteren la integridad de la membrana.

Por otro lado, el propdleo esta constituido por una gran variedad de compuestos
qguimicos, tales como resinas, balsamos aromaticos, ceras, aceites esenciales,
granos de polen y flavonoides’. En general, la actividad en contra de los
microrganismos se relaciona con el efecto sinérgico de los flavonoides mas que a
la accion de cada uno por separado; como la galangina y la pinocembrina; la accién
de estos compuestos puede desorganizar el citoplasma, pared y membrana celular
de los microorganismos e inhibir su sintesis de proteinas, ademas, podria estar
actuando sobre la inhibicion de la replicacion de DNA 2. Por ejemplo, Cushnie y
Lamb (2005)7® investigaron el efecto de la galangina sobre la integridad
citoplasmatica en S. aureus midiendo la pérdida de potasio interno y la
sobrevivencia, obteniendo pérdida de hasta 20% de este elemento y una
disminucién de hasta 60 veces de CFU. Ellos sugieren que la galangina es el
compuesto que afectd a la membrana directa e indirectamente, ocasionando dafo

en la pared celular y lisis osmatica.
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Con respecto al crecimiento micelial, los recubrimientos que contenian la
formulacién, solo con las nanoparticulas de quitosano al 20%, ejercieron la mayor
inhibicion (22%). A diferencia de lo reportado por Sathiyabama y Parthasathi
(2016)"* donde muestran que las nanoparticulas de guitosano al 0.1%, controlaron
el desarrollo de Fusarium oxysporium, Alternaria solani y Pyricularia grisea,
inhibiendo su desarrollo 87, 72 y 92%, respectivamente. Del mismo modo Saharan
et al. (2015)"° evaluaron nanoparticulas de quitosano con cobre a una concentracion
de 0.12% y obtuvieron una inhibicién en A. solani del 70% y en F. oxysporum de
73.5%. Yien et al. (2012)’° mencionan que los hongos del género Aspergillus,
contienen quitosano como componente en su pared celular, lo cual pudiera haber

generado una resistencia directa sobre las nanoparticulas de quitosano.

Los recubrimientos que tenian en su formulacién nanoparticulas de quitosano y
propéleo a una concentracion de 30 y 40%, mostraron una mayor inhibicién sobre
el crecimiento micelial de A. flavus (entre 26.80 y 32.72%) comparado con el resto
de los tratamientos, incluyendo al quitosano y propéleo por separado. Son escasos
los estudios que reporten la actividad antimicrobiana de la combinacion de
nanoparticulas de quitosano y propoleo. Sin embargo, de acuerdo con los
resultados de esta investigacion, varios autores coinciden con la actividad sinérgica
de la combinacién de quitosano y extracto de propoleo. Sobre este tema, Torlak y
Sert (2013)% reportaron que la actividad antimicrobiana de recubrimientos a base
de quitosano mejoré cuando se adiciond el extracto de propdleo. Al aplicar los
recubrimientos con quitosano (2%), el crecimiento de la bacteria fue de 3 log CFU,
mientras que al combinarlo con propdleo a una concentracion del 10%, fue de 1 log
CFU. Igualmente, Matei et al. (2015)7¢ reportaron que el propdleo (7:3 v/v) redujo
hasta 75% el desarrollo del hongo Diplodia seriata de la vid mientras que, al utilizar
la combinacién de quitosano y propéleo (1/1 p/v) la inhibicion en el crecimiento fue
de 100%.

En el caso de la germinacion de esporas de A. flavus, la combinacién de
nanoparticulas de quitosano y propéleo presentd diferencias a las concentraciones

20y 30% comparado con el resto de los tratamientos. En estudios previos, se evalud
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el efecto del quitosano y propdleo individualmente, ambos, a una concentracion del
2% sobre la germinacion del hongo fitopatégeno Colletrotrichum gloeosporioides,
reduciendo el quitosano el porcentaje de germinacion 89.3%, mientras que el
propdleo redujo la germinacion en su totalidad 7. A la fecha, no se ha reportado
evidencia del efecto sinérgico del quitosano y el propdleo sobre la germinacion de

conidios en alguna otra especie fungica.

En este estudio, las nanoparticulas de quitosano aplicadas en forma individual, no
redujeron la germinacién de las esporas de A. flavus, reportando valores hasta de
un 92% de germinacion a la concentracion al 30%. A diferencia de nuestro estudio,
Saharan et al. (2015)’® reportaron que las nanoparticulas de quitosano al 0.1%
inhibieron hasta en 87.1% la germinacion de esporas del hongo A. alternata. Sin
embargo, en esta investigacion, se observo una disminucién muy notable, con la
combinacion de las nanoparticulas de quitosano, propoéleo y el extracto de propoleo
al 40%, lo que indica, un efecto sinérgico entre los componentes de esta
formulacion. Por otro lado, también debe considerarse que la actividad antifungica
del quitosano se ha asociado a diferentes factores tales como, el pH de la
formulacién, el peso molecular, la concentracién, el grado de desacetilacion y el tipo

de microrganismo evaluado 78 79.80.9,

Con respecto a la determinacién de aflatoxinas totales, el recubrimiento con el
quitosano al 1%, se observo una completa inhibicidon de aflatoxinas, seguido de los
tratamientos que contenian nanoparticulas de quitosano (1.5 ppb) y el extracto de
propdleo (2.0 ppb), valores muy por debajo de los que se obtuvieron con el
tratamiento control (25ppb). De acuerdo a la NORMA Oficial mexicana NOM-188-

SSA1-20028%, el limite maximo de aflatoxinas totales es de 20 ppb.

Los resultados de esta investigacion, concuerdan con lo reportado por Juarez et al.
(2017)% donde demostraron experimentalmente que el quitosano es capaz de
adsorber la aflatoxina AfB1; interactuando, las cargas positivas del grupo amino del
quitosano, con las cargas negativas de los atomos de oxigeno de las aflatoxinas.
Igualmente, estos autores, confirmaron que el quitosano es un candidato para

detectar aflatoxinas AfB1 y AfM1. Klich (2007)8® menciona que el quitosano actla
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por quelacion del zinc en la inhibiciébn de aflatoxinas, lo cual concuerda con lo
reportado por Barkai (2011)%* donde mencionan que el zinc presente en el medio

estimula la produccién de aflatoxinas en A. flavus y A. parasiticus.

En el caso del recubrimiento con las nanoparticulas de propoleo, se obtuvo menor
produccion de aflatoxinas totales en comparacién con el recubrimiento que contenia
s6lo extracto de propdleo. Contrario a estos resultados, Hashem et al. (2012)8°
reportaron una inhibicién total en la produccién de aflatoxinas sobre A. parasiticus
mediante la aplicacion de la misma concentracion de 0.6% de extracto de propoleo,
aungue en este caso su origen era de Arabia Saudita. Estos autores, mencionaron
gue el mecanismo de la actividad del propoleo depende de la sinergia entre los
flavonoides, los acidos fendlicos en el propdleo y su interferencia con la biosintesis
de aflatoxinas, ademas, explicaron que existe una correlaciébn genética entre la
produccion de conidios y los metabolitos secundarios. Al respecto, Reverberi et al.
(2010)% reportaron que los hongos estan continuamente sujetos a condiciones
ambientales adversas, donde el estrés oxidativo juega un papel muy importante; ya
que estimula la biosintesis de aflatoxinas, con el uso de antioxidantes derivados de
plantas como es el caso de los flavonoides contenidos en el extracto de propéleo,
acido cafeico y acido fendlico, entre otros. Mahoney et al. (2010)8 lograron reducir
la produccion de aflatoxinas por A. flavus hasta en un 93% sin afectar el crecimiento
del hongo con la aplicacion de acido tanico (0.4%) como antioxidante.

Segun Schmale y Munkvold (2018)28, el impacto econdémico de las micotoxinas
comprende: pérdidas de rendimiento, reduccion de los valores de los cultivos,
pérdidas en la productividad animal y costos adicionales debido a problemas de
salud relacionados en humanos. En este estudio, hemos identificado que los
componentes en la formulacion basada en quitosano combinados con
nanoparticulas de quitosano y propdleos, y extracto de propoleos, a la mayor
concentracion de nanoparticulas del 40%, ejercen una notable inhibicion en la
germinacion de las esporas y principalmente sobre la produccion de aflatoxinas de
A. flavus. Sin embargo, dado que estos resultados se encuentran en condiciones

cuidadosamente controladas, se debe ampliar la investigacion en propuestas in situ.
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Las aflatoxinas no solo representan un riesgo para la salud humana y animal,
también afectan la seguridad alimentaria y la nutricién al reducir el acceso de las
personas a alimentos saludables 8°. Por lo que es necesario garantizar que los
niveles de aflatoxinas de los alimentos sean lo mas bajo posibles utilizando métodos

saludables para la salud y el medio ambiente.

9. CONCLUSIONES

1. Las nanoparticulas de quitosano del recubrimiento al 40%, presentaron un
diametro de 3.00 nm y un potencial Z de 116.2 mV, en el caso de las nanoparticulas

de propodleo, éstas tuvieron un diametro de 2.33 nm y un potencial Z de +18.5 mV.

2. Con la aplicacién del recubrimiento a base de nanoparticulas de propéleo a la
concentracion del 20%, se observo en A. flavus, el halo de inhibicién mayor (2.5 cm)

mientras que, en la concentracion del 30% se obtuvo el crecimiento micelial menor.

3. El recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano, y de propéleo
y el extracto de propodleo al 40%, ejercio el mayor efecto fungicida ya que, se
observé la inhibicion micelial mayor (32.7%) y el porcentaje de germinacién de
esporas de nanoparticulas de quitosano, y de propdleo y el extracto de propdleo
(3.3%).

4. El recubrimiento que inhibié en su totalidad la produccién de aflatoxinas en A.
flavus fue el quitosano sélo (0.0ppb), seguido del recubrimiento con nanoparticulas
de quitosano (T3) al 40% (1.59 ppb) y del extracto de propdleo (T4) al 0.6% (2.00

ppb)
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ANEXOS

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitre DE
RECUBRIMIENTOS CON NANOPARTICULAS DE QUITOSANO Y DE
EXTRACTO DE PROPOLEO SOBRE Aspergillus flavus. Monica Cortés-
Higareda, Zormy Correa-Pacheco, Marganita de Lorena Ramos-Garcia, Silvia
Bautista-Bafios, Ma. Luisa Corona-Rangel. Instituto Politécnico Nacional-
Centro de Desarrollo de Productos Bidticos, Facultad de Nutricion, Universidad
Auténoma del Estado de Moralos. mcortesh@vahoo com.

Aspergillus flavus es un hongo fitopatdgeno que contamina cereales durante el
almacenamiento v ocasiona pérdidas econdmicas a nivel mundial. Es productor
de aflatoxinas y causa graves dafios a la salud humana y ammal. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto antifingico de recubrimientos a base de
quitosano con nanoparticulas de quitosano, propoleo v extracto de propoleo
sobre el crecimiento micelial de 4. flavus. Se realizd una técnica de pozos para
ajustar la concentracion de nanoparticulas (5, 10, 20, 30, 40 vy 50%, adicionadas
a los recubrimientos. Se evalio el crecimiento micelial de A. flavus en 9
recubrimientos elaborados con quitosano, nanoparticulas de quitosano/propoleo
(20% y 40%) y extracto de propéleo. Los resultados mostraron una disminucién
del crecimiento micelial con el recubrimiento de quitosano / extracto de
propoleo (44.5mm) y con el recubrimiento de nanoparticulas de extracto de
propoleo/extracto de propdleo (46 44mm) comparado con el control (51.9mm).
Los recubrimientos a base de quitosano con nanoparticulas de gquitosano,
propéleo v extracto de propodleo pueden ser una alternativa viable para disminuir
el crecimiento de A. flavus.

Maestria (MC), Area: Hongos, Tépice: interacciones planta-patégeno, Tipo de

presentacion. poster.

DESARROLLO DE RECUBRIMIENTOS DE QUITOSANO CON NANOPARTICULAS DE PROPOLEO
Y QUITOSANO Y SU EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO Y GERMINACION DEL HONGO
Aspergillus flavus.

DEVELOPMENT OF CHITOSAN COATING WITH PROPOLIS AND CHITOSAN NANOPARTICLES
AND ITS EFFECT IN GROWTH AND GERMINATION OF Aspergillus flavus FUNGI

Moénica Cortés-Higareda?, Zormy Nacary Correa-Pacheco?, Silvia Bautista-Bafios?, Margarita
de Lorena Ramos-Garcia?, Maria Luisa Corona-Rangel!.

Linstituto Politécnico Nacional- Centro de Desarrollo de Productos Bidticos (CEPROBI-IPN)
Yautepec, Morelos. México
2Facultad de Nutricién, Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM)
Cuernavaca, Morelos. México.
mcortesh@yahoo.com.

En los dltimos afios se ha estudiado la adicidn de nanoparticulas a los recubrimientos
vegetales a base de quitosano; ya que tienen una alta actividad sobre los microorganismos
patdgenos, al ser mds reactivas y eficientes. De igual forma, las nanoparticulas de propéleo
aumentan las propiedades antifingicas del quitosano .El objetivo de esta investigacién fue
evaluar el efecto antifungico de recubrimientos a base de quitosano con nanoparticulas de
quitosano, propdleo y extracto de propdleo sobre la germinacion de Aspergillus flavus. Se
utilizé la técnica de germinacién de esporas en 9 recubrimientos elaborados con quitosano,
nanoparticulas de quitosano/propdlec (40%) y extracto de propdleo. Se utilizaron 6
repeticiones por tratamiento. Se evalué la germinacién a las 2, 4, 6, 8 y 10 hrs. y se realizd
un conteo de 100 esporas por disco. Los resultados mostraron que el recubrimiento con
nanoparticulas de propéleo, quitosano y extracto de propdleo inhibié un 100% la
germinacion de esporas de A. flovus; seguida del recubrimiento con nanopariculas de
propdleo que presenta una inhibicion del 43.8% teniendo un maximo de inhibicion a las 4hrs.
Siendo una alternativa viable para disminuir el crecimiento de A. flavus.
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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE CUBIERTAS COMESTIBLES ADICIONADAS CON NANOPARTICULAS DE QUITOSANO Y
PROPOLEO EN ENSAYOS in vitro SOBRE Aspergillus flavus
Ménica Cortés-Higareda', Zormy Nacary Correa-Pacheco?, Silvia Bautista-Baiios’, Margarita de Lorena Ramos-Garcia', Maria Luisa Corona-Rangel’

*Facultad de Nutricion, Universidad Autonoma del Estado de Morelos.Cuemavaca, Morelos. México. *CONACYT-Instituto Politécnico Nacional- Centro
de Desarrollo de Productos Bidticos. Yautepec, Morelos, *Instituto Politécnico Nacional- Centro de Desarrollo de Productos Bidticos. Yautepec, Morelos.
México. meortesh@yahoo.com

Las cubiertas vegetales comestibles son matrices continuas que se adicionan para conservar la vida de anaquel y reducir la contaminacién fiingica en
frutas y vegetales. En los dltimos aiios, se ha estudiado la adicion de nanoparticulas a las cubiertas vegetales a base de quitosano, ya que tienen una alta
actividad sobre los microorganismos patégenos al ser mas reactivas y eficientes; De igual forma, las nanoparticulas de propéleo aumentan las propiedades
antifingicas del quitosano (1). El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antifingico de recubrimientos a base de quitosano con
nanoparticulas de quitosano/propdleo (40%) y extracto de propdleo (0.6%) sobre la germinacién de A. flavus, hongo fitopatdgeno que contamina cereales
durante el almacenamiento productor de aflatoxinas; agente cancerigeno para el ser humano (2). Se evaluaron 9 recubrimientos elaborados con
quitosano, nanoparticulas de quitosano/propéleo (40%) y extracto de propdleo (0.6%) mediante las técnicas de pozos y la técnica de envenenamiento del
medio de cultivo. Se midié la inhibicion y el crecimiento micelial a los 7 dias y el % de germinacion, a las 10 h de incubacién. Se realizé un conteo de
100 esporas por disco. con 6 repeticiones por tratamiento a una temperatura de + 28°C. Se realiz6 un anlisis estadistico con ANOVA y comparacién de
medias. De las 9 cubiertas a base de nanoparticulas de quitosano/propdleo y extracto de propdleo, el tratamiento con nanoparticulas de propdleo y
quitosano (20120 %) y extracto de propdleo (0.06%) present mayor halo de inhibicion en la técnica de pozos (5.8 cm?), mayor efecto en la técnica de
envenamiento del medio de cultivo (1 cm) y la técnica de % de gemminacion de esporas (5.79). Los recubrimientos a base de quitosano con
nanoparticulas de quitosano, propdleo al 40% y extracto de propdleo al 0.6% podrian ser una altemativa viable para disminuir el crecimiento de A. flavus.

Palahrac clave: Inhihicidn crocimiontn micelinl oerminaricn de ecnoras

USO DE CUBIERTAS NANOESTRUCTURADAS CON QUITOSANO Y PROPOLEQ
PARA CONTROLAR EL DESARROLLOQ in vitro DE MOHO TOXIGENICO DE
ALIMENTOS

Cortés-Higareda Monica', Pacheco-Correa Zormy Nacary?, Bautista-Barios SilviaZ,
Ramos-Garcia Margarita de Lorena’, Corona-Rangel Maria Luisa?

TUniversidad Auténoma del Estado de Morelos, Facultad de Nutricion,
. Anstituto Politécnico Nacional-Centro de Desarrollo de Productos Bidticos.

mcortesh@yahoo.com

Los cereales asi como sus subproductos, son susceptibles a la contaminacion causada
por el hongo fitopatdgeno Aspergilius flavus, el cual es considerado como productor de
aflatoxinas. El consumo de aflatoxinas durante un periodo prolongado puede provocar
carcinoma hepatocelular (1). Para reducir la contaminacion fangica se han utilizado las
cubiertas nanoestructuradas comestibles a base de quitosano y propdleo, ya que
tienen una alta actividad al ser mas reactivas y eficientes, ademas brindan alternativas
de control para la seguridad alimentaria. (2). El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto antifingico de recubrimientos con nanoparticulas de
quitosano/propdleo (40%) y extracto de propdleo (0.6%) sobre el desarrollo de A.
flavus, mediante las técnicas de pozos y la técnica de envenenamiento del medio
(7dias) y el % de germinacién (10 h de incubacién). Se realizd un conteo de 100
esporas por disco, 6 repeticiones por tratamiento a una temperatura de 28+ 2°C. Se
realizd ANOVA y comparacion de medias de Tukey. La cubierta con nanoparticulas de
propéleo y quitosano (20/20 %) y extracto de propéleo (0.06%) presentd mayor halo de
inhibicion en la técnica de pozos (5.8 cm?), mayor efecto en la técnica de envenamiento
del medio (1 cm?2) y menor porcentaje de germinacion de esporas (5.7%). Las cubiertas
nanoestructuradas de quitosano y propdleo podrian ser una alternativa viable para
disminuir el crecimiento de A. flavus.

Palabras clave: Inhibicién, crecimiento micelial, germinacion de esporas.
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EVALUATION OF NANOSTRUCTURED COATINGS WITH CHITOSAN AND / OR PROPOLIS IN VITRO ON THE PRODUCTION OF AFLATOXINES OF THE
TOXIGENIC FUNGUS Aspergillus flavus

Moénica Cortés-Higaredal, Zormy Nacary Correa-Pacheco?, Silvia Bautista-Bafios®, Margarita de Lorena Ramos-Garcial, Marfa Luisa Corona-
Rangel®

1Faculty of Nutrition, Autonomous University of the State of Morelos. Cuernavaca, Morelos. Mexico. Zp 62350 2CONACYT-National Polytechnic
Institute- Center for the Development of Biotic Products. Yautepec, Morelos. 3 National Polytechnic Institute - Center for the Development of
Biotic Products. Yautepec, Morelos. Mexico. Zp 07738.

Phone: +52 17771000505, e-mail: mcortesh@vahoo com

Aflatoxins are secondary metabolites, produced mainly during the storage of grains, by the fungi
Aspergillus flavus and A. parasiticus; being aflatoxin Bl the most potent natural carcinogen known to date.
Aflatoxins are secondary metabolites, produced mainly during the storage of grains, by the fungi
Aspergillus flavus and A. parasiticus; being aflatoxin B, the most potent natural carcinogen known to date.
In recent years, the addition of nanoparticles to vegetable covers based on chitosan has been studied to
extend the shelf life of agricultural foods: since they have a high activity on pathogenic microorganisms
as they are more reactive and efficient (1-3). The objective of this research was to evaluate the
antifungal effect of chitosan based coatings with chitosan and / or propolis nanoparticles (40%) and
propolis extract (©.6%) in vitro on the production of total aflatoxins A. flavus. We evaluated 9 coatings
made with chitosan, chitosan and / or propolis nanoparticles (48%) and propolis extract (0.6%) by
fluorometry. The determination of total aflatoxins was carried out after 15 days of incubation at a
temperature of 28 = 2 ° C. The characterization of the T2 and T3 coatings was carried out by TEM and Z
potential. A statistical analysis was performed with ANOVA and comparison of Tukey means. The coating that
inhibited the production of aflatoxins in its entirety was the coating that contained only chitosan in its
formula (@.0ppb), followed by the coating with chitosan nanoparticles (1.5ppb) and propelis extract
(2.8ppb). Nanostructured coatings of chitosan and propolis may be a viable alternative in the control of A.
flavus; however, it is necessary to evaluate them in situ studies.

Key words: Aspergillus flavus, aflatoxins, nanostructured coatings.
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