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RESUMEN

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte o que se adiciona a los
alimentos para protegerlos de los efectos de los radicales libres generados por procesos
guimicos como la oxidacion de aceites y grasas. De acuerdo con los estandares de la
Unidn Europea y de los Estados Unidos, el consumo de antioxidantes sintéticos rebasa
los limites maximos recomendados. Estudios sugieren que el uso excesivo de
antioxidantes sintéticos induce toxicidad pulmonar y una posible interrupcion endocrina.
Los hongos filamentosos son un extenso grupo filogenético con mas de 1.5 millones de
especies, producen diversos compuestos con potencial biotecnoldgico, entre los que se
encuentran algunos antioxidantes como la Dihidroximetil piranona producida por la
especie Aspergillus candidus. Objetivo: Evaluar la actividad antioxidante de extractos
organicos de hongos filamentosos in vitro y en carne de pollo. Métodos: Se reactivaron
99 cepas de hongos filamentosos aislados del Estado de México, se obtuvo su extracto
crudo en medio PDB y se avalué su capacidad antioxidante mediante la técnica de
oxidacion del pirogalol. Los extractos que presentaron actividad fueron fraccionados en
columnas Sep-Pack cartridge® de 6¢cc con hexano, acetona y metanol, las fracciones se
evaluaron en carne de pollo por medio de la técnica TBARS. Se determin0 la citotoxicidad
de fracciones en fibroblastos de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™). Las cepas
fungicas activas fueron identificadas taxonémicamente mediante las guias de Watanabe,
Barnett y Hunter. Resultados: Se reactivaron 99 cepas fungicas y se obtuvo su extracto,
25 extractos presentaron actividad antioxidante (> 6%),14 fueron los mas activos con un
porcentaje de inhibicion de la oxidacion >30%, de estos ultimos se obtuvieron 39
fracciones: 14 de Hexano, 14 de Acetona y 11 de Metanol, de los cuales 28 fracciones
presentaron inhibicion de la oxidacién (>32%). Las fracciones que presentaron una
inhibicién de la oxidacion (TBARS) >40% en carne de pollo fueron: las fracciones de
hexano de las cepas 57, 58 y127, de acetona 10, 58, 118, y 304, de metanol 14, 58 y
304. Solo las fracciones de hexano de las cepas 58 y 127 no presentaron citotoxicidad
(> 92% de viabilidad celular/200 mg/mL). Las cepas fungicas que presentaron actividad
antioxidante pertenecen a los géneros Fusarium (10), Penicillium (118), Eudarluca (127)
y Aspergillus (304), las cepas 14, 57, 58 pertenecen a cepas fungicas con micelio estéril.
Conclusion. Los extractos y fracciones de diferente polaridad obtenidos de hongos
filamentosos aislados del Estado de México presentan actividad antioxidante al inhibir la

oxidacion in vitro y en carne de pollo.



ABSTRACT

A dietary antioxidant is a substance that is part or that is added to food to protect them
from the effects of free radicals generated by chemical processes such as the oxidation
of oils and fats. According to the standards of the European Union and the United States,
the consumption of synthetic antioxidants exceeds the recommended maximum limits.
Studies suggest that excessive use of synthetic antioxidants induces lung toxicity and
possible endocrine disruption. Filamentous fungi are an extensive phylogenetic group
with more than 1.5 million species, producing various compounds with biotechnological
potential, among which are some antioxidants such as Dihydroxymethyl pyranone
produced by the Aspergillus candidus species. Objective: Evaluate the antioxidant
activity of organic extracts of filamentous fungi in vitro and in chicken meat. Methods: 99
strains of filamentous fungi isolated from the State of Mexico were reactivated, their crude
extract was obtained in PDB medium and its antioxidant capacity was assessed by the
pyrogallol oxidation technique. The extracts that presented activity were fractionated in
6cc Sep-Pack cartridge® columns with hexane, acetone and methanol, the fractions were
evaluated in chicken meat by means of the TBARS technique. The cytotoxicity of fractions
in mouse fibroblasts (NIH / 3T3 (ATCC® CRL-1658 ™) was determined. The active fungal
strains were taxonomically identified by the Watanabe, Barnett and Hunter guidelines
Results: 99 fungal strains were reactivated and their extract was obtained, 25 extracts
presented antioxidant activity (> 6%), 14 were the most active with a percentage of
oxidation inhibition >30%, of which the latter obtained 39 fractions, of which 28 fractions
showed oxidation inhibition (>32%). The fractions that exhibited a >40% oxidation
inhibition (TBARS) in chicken meat were: the hexane fractions of strains 57, 58 and 127,
of acetone 10, 58, 118, and 304, of methanol 14, 58 and 304. Only the hexanic fractions
of strains 58 and 127 did not show cytotoxicity, having a cell viability >92% (200 mg / mL).
The fungal strains that presented antioxidant activity belong to the genera Fusarium (10),
Penicillium (118), Eudarluca (127) and Aspergillus (304), strains 14, 57, 58 belong to
fungal strains with sterile mycelium Conclusion. Extracts and fractions of different
polarity obtained from asylum filamentous fungi of the State of Mexico have antioxidant

activity by inhibiting oxidation in vitro and in chicken meat.



1. ANTECEDENTES
1.1 Aditivos alimentarios

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)!
define un aditivo alimentario como “una sustancia que no es consumida como alimento
por si mismo y que normalmente no se utiliza como un ingrediente tipico de la comida,
tenga o no un valor nutritivo, la adicion intencional de estos en los alimentos es con un
fin tecnologico”.

Para la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos de América? (Food
and Drug Administration, FDA) un aditivo alimentario es "cualquier sustancia cuyo uso
previsto resulta o puede esperarse razonablemente que resulte, directa o indirectamente,
en gue se convierta en un componente o que afecte a las caracteristicas de cualquier
alimento”, esto puede incluir a cualquier sustancia usada en la produccion,
procesamiento, tratamiento, empaquetamiento, transporte o vida de anaquel.

Los aditivos alimentarios son ingredientes que se agregan a los productos procesados y
en produccion, para incrementar el valor nutritivo, la preservacion de los alimentos y

mejorar las propiedades sensorialesS.

1.1.1 Tipos de aditivos alimentarios

De acuerdo con la FDAZ2.entre los aditivos alimentarios mas comunes, se encuentran:

» Conservadores de alimentos: previenen el deterioro de los alimentos provocado
por microorganismos y retardan o inhiben el cambio de coloracion, la textura o
retrasan la oxidacion.

» Edulcorantes: Sustancia natural o sintética que puede sustituir parcial o
totalmente el dulzor del azucar.

» Colorantes: Sustancias que compensan la pérdida de color debido a la
temperatura, luz, aire, humedad y condiciones de almacenamiento.

» Saborizantes: Sustancias que agregan sabores naturales y sintéticos a los
alimentos.

» Potenciadores de sabor: Sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a realzar
los aromas o sabores de los alimentos.

» Sustituto de grasa: Sustancia que provee una textura cremosa, en alimentos

reducidos en grasa.



» Nutrimentos: Reemplazo de vitaminas o minerales que son perdidos en el
procesamiento o coccion de los alimentos (enriquecimiento) o agregado algunos
gue pueden hacer falta en la dieta (fortificacion).

» Emulsificantes: Sustancias que evitan la separacion de los ingredientes
previamente mezclados, haciendo estable la emulsion, y evitando que los
productos se disuelvan mas facilmente.

» Humectantes: Sustancia o mezcla de sustancias que ayudan a prevenir la
pérdida de humedad en los productos.

» Antioxidantes: Sustancias o mezclas de sustancias destinadas a retardar o
impedir la oxidacion y que produce la rancidez del alimento.

1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de donar hidrégenos (electrones) que
reaccionen con los radicales libres, asi como con otras especies reactivas de oxigeno
(ROS) y de esta forma disminuir o retardar el proceso de oxidacién*®. A nivel celular, los
radicales libres (R") causan oxidacion en las proteinas, asimismo inducen peroxidacion
lipidica en la membrana celular, causando la ruptura de la membrana, retroalimentando
el estrés celular. Ademas la oxidacién puede ocurrir en la membrana de los organelos,
especialmente en la membrana mitocondrial que a su vez provocaria muerte celular®.
Los compuestos antioxidantes pueden funcionar como aditivos que preservan los
alimentos y previenen el deterioro del producto durante el procesamiento o la vida util del
alimento®. Los antioxidantes pueden minimizar y retardar la rancidez de los lipidos
presentes en los alimentos, sin provocar algin dafio a las propiedades sensoriales (color,
textura, sabor y aroma) o nutricionales del alimento*’. Los antioxidantes pueden ser

categorizados como naturales y sintéticos?®:

1.2.1 Antioxidantes naturales

Entre los antioxidantes naturales se encuentran los que se derivan de las plantas como
polifenoles y fitoestrégenos, asi como algunas vitaminas tales como retinol y tocoferoles®.
Entre los polifenoles, se encuentran los flavonoides, como las antoacinidinas presentes
en Fregaria (fresa): las catequinas presentes en Camellia sinensis (té verde y negro); los
citroflavonoides presentes en la Citrus sinensis (naranja), Citrus limén (limén) y Citrus
paradisi (toronja); protoantoacinidina presente en la Vitis vinifera (uva); ademas de los
taninos y polifenoles que se encuentran en el vino. Entre los fitoestrogenos se encuentran

isoflavonas, lignanos, y flavonoides, presentes en la Glycine max (soya)®. Ademas, se



encuentran algunos compuestos presentes en la dieta como la Vitamina E en: Persea
americana (aguacate), aceite de oliva y Oryza sativa (arroz); Vitamina A presente en
Spinacia oleracea (espinaca), Daucus Carota (zanahoria), Mangifera indica (mango),
Cucumis melo (meldn); Vitamina C presente en: Beta vulgaris (acelgas), Psidium guajava
(guayaba), Actinidia chinensis (kiwi), Solanum lycopersycum (tomate), estos ultimos

también tienen un antioxidante llamado licopeno®.

1.2.2 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son entre otros, el palmitato ascorbico, estearato ascorbico,
glicina, octil galato, propil galato (PG), terbutil hidroquinona (TBHQ), Butil hidroxitolueno
(BHT) y el Butil hidroxibutilanisol (BHA); estos dos ultimos son agregados a los aceites
vegetales para retardar la oxidacion (degradacion) durante el almacenamiento o al
momento de freir; sin embargo, estos compuestos no proveen la proteccion suficiente
para los alimentos durante estos procesos!®!l. Ademas de los aceites vegetales, los
antioxidantes sintéticos como el TBHQ, BHA, BHT, y el PG son agregados a carnes
frescas, y son utilizados en diferentes concentraciones que dependen del peso de los
alimentos, por ejemplo se agrega 0.01% cuando solo es un antioxidante o se puede
agregar hasta 0.02% cuando hay una combinacién de antioxidantes?!?.

Se hareportado que el antioxidante sintético BHA se elimina rapidamente, aunque puede
permanecer en los tejidos a largo plazo; sin embargo, el BHT se mantiene durante mas
tiempo en el organismo gracias a la circulacion entero-hepética. Por esta razén el
antioxidante BHT permanece durante mas tiempo en el organismo?!3, ademas algunos
estudios sugieren que BHT induce toxicidad pulmonar y desarrollo de células tumorales
pulmonares en ratones!®. Estudios realizados por Pop et al. (2018)°, sugieren una
posible interrupcion endocrina en las lineas celularesT47D-Kbluc, MCF-7.

De acuerdo con los estandares de la Union Europea y los Estdndares Nacionales de
Alimentos de los Estados Unidos (National Food Standards)'®-', el consumo de
antioxidantes sintéticos rebasa los limites maximos recomendados. El consumo conjunto
de productos como la margarina, lacteos y goma de mascar, en un periodo corto de
tiempo, puede llegar a rebasar los limites recomendados de la ingestién diaria
recomendadal®. Por esto es importante que estos aditivos (antioxidantes sintéticos) no

presenten ningun riesgo.



1.3 Proceso de oxidacion molecular

El oxigeno molecular en concentraciones normales es inofensivo para los organismos,
ademas de ser esencial para la obtencion de energia en el metabolismo celular; sin
embargo algunas Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) que son derivadas durante el
metabolismo aerdbico o de las condiciones ambientales (como contaminacion, humo y
radiacion)'®, son considerados productos indeseables del metabolismo®. Quimicamente
las ROS exhiben electrones desapareados en diferentes orbitales de mayor energia,
haciéndolos susceptibles a la formacion de radicales libres; estos radicales libres son
altamente reactivos'®?°, Las ROS en organismos vivos y en condiciones normales
influyen positivamente en el metabolismo, la defensa inmunitaria y los procesos
celulares. Pero si se alteran estas condiciones pueden promover efectos patologicos en
el organismo como?!: dafios estructurales en las membranas celulares hasta la
destruccion de las mismas, ademas de mutaciones del acido desoxiribonucleico (ADN),
gue pueden desencadenar arterioesclerosis, cancer y diabetes mellitus 222 También
inducen alteraciones en la membrana interna y el ADN mitocondrial que conlleva a una
mayor produccién de radicales libres de oxigeno, que consecuentemente aumentan el
estrés oxidante, produciendo mas oxidantes y perdiendo la homeostasis celular® .
Cuando las ROS se encuentran en mayor concentracion, esta homeostasis puede ser
alterada, resultando en un estrés oxidativo que tiene un papel importante en
enfermedades crénicas?®. Los antioxidantes enddgenos favorecen el mantener el
equilibrio en las ROS, aunque los antioxidantes enddgenos no son eficientes cuando

interactan con altas cantidades de ROS?21.

1.3.1 Estrés oxidante

El equilibrio de 6xido-reduccion en el organismo humano es mantenido por un complejo
mecanismo regulatorio; algunos estimulos fisicos (radiacién, consumo de alcohol, tabaco
y ejercicio), generan un cambio en el equilibrio hacia la oxidacion, esto induce al estrés
oxidante?*. El estrés oxidante se puede definir como el desequilibrio en el sistema
prooxidante-antioxidante en favor de los oxidantes?*. Este desequilibrio es seguido por
una alteraciéon en el control oxidante, provocando dafio celular®® El dafio generando
induce una respuesta fisioldgica del organismo donde intenta contener con reacciones
de reduccién para tratar de disminuir la oxidacién y restaurar la homeostasis?® mediante
mecanismos eficientes tales como la produccion de antioxidantes que disminuyan los
niveles de prooxidantes, por ejemplo el NAD, glutatién S transferasa, quinona reductasa,

glutamato cisteina ligasa?’.



El dafio oxidante se refiere a las modificaciones en moléculas como lipidos, DNA vy
proteinas?® presentes en las células conduciendo a la pérdida de la funcién celular?®.
Estudios previos sugieren que el estrés oxidante cronico esta relacionado con la
progresion de varias enfermedades como diabetes, cancer, enfermedades

cardiovasculares y desérdenes neuroldgicos?*.

1.3.2 Proceso de oxidacién en alimentos

Los radicales libres reaccionan rapida e indiscriminadamente con todos los tipos de
biomoléculas como los hidratos de carbono, proteinas y lipidos presentes en las células
de los tejidos de alimentos, causando dafios como despolimerizacion de polisacéridos,
inactivacion de enzimas y proteinas estructurales y la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados®2%30, Estos radicales catalizan la reaccion de auto oxidacion,
provocando una reacciéon en cadena3!. En este proceso, el oxigeno reacciona con los
acidos grasos insaturados creando mas radicales libres, ya que los acidos grasos
insaturados son mas susceptibles a la oxidacion®?. Los radicales libres derivados del
oxigeno no requieren de otros radicales que reaccionen con ellos, ya que reaccionan
directamente con las dobles ligaduras de las grasas insaturadas. Los lipidos estan
dispuestos en un estado de equilibrio, sin embargo, la luz y el calor, favorecen la
formacion de radicales libres (oxigeno singlete)3!.

En los productos céarnicos la oxidacién se debe a su naturaleza, ya que hay presencia de
radicales libres, desde atmosféricos como algunos generados en el mismo tejido que
producen una reaccion en cadena que genera el deterioro del producto. En los productos
carnicos derivados de los peces, este efecto, es aun mayor, ya que en los peces se
encuentra un mayor porcentaje de acidos grasos insaturados como el eicosapentaenoico
(EPA) y docosahexaenoico (DHA) que tienen mayor predisposicion a la oxidacion debido
al alto contenido de estos acidos grasos®?.

Dentro de los ROS que reaccionan con las biomoléculas presentes en alimentos,
especificamente con algunos lipidos, se encuentran el oxigeno triplete y el oxigeno
singlete que se caracterizan por tener desapareados los electrones que se encuentran
en el ultimo orbital de energia y que actian como radical que promueve la auto oxidacion.
El oxigeno singlete, reacciona directamente con los dobles enlaces de los aceites
insaturados®!. Ademas la oxidacion en alimentos provoca la formacién de un mal sabor,
disminucién de la textura y la jugosidad®®; por ejemplo, se ha descrito que en ambientes

oxidantes, disminuye la suavidad de los cortes de carne de cerdo®:,
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1.4 Consecuencias de la oxidacion de los alimentos.

Los alimentos con mayor contenido de lipidos, como la carne proveniente del pescado,
son altamente vulnerables a la oxidacion debido al alto contenido de acidos grasos'®. La
resistencia de un aceite a la oxidacion se encuentra en funcion a la cantidad de
insaturaciones en la cadena, ya que, los aceites con mayor cantidad de dobles enlaces
en su cadena tienden a oxidarse con mayor facilidad, en comparacién con los acidos
grasos, con menor cantidad de insaturaciones. Esto puede promover modificaciones
significativas en la composicion de los acidos grasos, reduciendo el contenido de
instauraciones'®3*, Ademas, las proteinas de los alimentos pueden ser degradadas
(desnaturalizadas) mediante la auto oxidacion, la accidon microbiana y la interaccion con

compuestos resultantes de la oxidacién de los lipidos como el peréxido.

1.5 Mecanismo de accion de los antioxidantes en alimentos

El uso de antioxidantes para la preservacion de los alimentos es indispensable, porque
con ello se asegura su calidad, ya que mantiene la apariencia, color y olor para el
consumidor®. Los compuestos antioxidantes son sustancias que pueden reaccionar con
radicales libres o bien reducen su reactividad®; esto Ultimo es aprovechado por la
industria alimentaria. Un antioxidante dietético es una sustancia que es adicionada o que
forma parte de los alimentos de consumo cotidiano, que previene los efectos adversos
de ROS sobre las funciones fisiol6gicas normales®, al proteger los alimentos de la
rancidez y decoloracion ocasionadas por los radicales libres generados por procesos
guimicos como la oxidacién de aceites y grasas®??.

En ciencias de los alimentos los materiales mas protegidos contra la oxidacion son los
hidratos de carbono, lipidos y proteinas, y en menor medida las moléculas organicas que
componen los tejidos vegetales y animales®. La oxidacion de los aceites vegetales es el
mayor reto para la industria alimentaria, ya que al oxidarse disminuye la calidad del
producto y con ello se generan pérdidas econémicas®.-De acuerdo con su mecanismo

de accién, los antioxidantes pueden clasificarse en 5 grupos?:

» Barrido de radicales: frenan la cadena de propagacion de radicales.

» Queladores: complejos con metales que inhiben la iniciacion de la formacién de
radicales.

> Extintores: desactivan la alta energia de las especies reactivas de oxigeno.

» Removedores de oxigeno: Eliminan el oxigeno del medio previniendo de esta

manera su oxidacion.
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» Regeneradores de antioxidantes: reconstituyen otros antioxidantes presentes

en los alimentos cuando se convierten en radicales.

1.6 Pruebas para detectar la actividad antioxidante “in vitro”

Se encuentran diversas técnicas para determinar la capacidad de oxidacion, entre las
gue se encuentran DPPH, ABTS, FRAP, blanqueamiento con B Carotenoides y auto-

oxidacion del pirogalol:

1.6.1. Prueba mediante la utilizacion de DPPH

Este método es para determinar la capacidad antioxidante de extractos naturales
utilizando el compuesto 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)>3’. Este método se
fundamenta en la reaccidn potencial del antioxidante mediante un color radical
persistente DPPH o con la oxidacion®. Los antioxidantes cominmente usados en la
industria alimentaria son el BHT y el acido ascérbico, que también son utilizados como
compuestos de referencia para estudios comparativos3®. La busqueda, caracterizacion y
aplicacién de los antioxidantes naturales es punto de atencion a equipos de investigacion

alrededor del mundo®°.

1.6.2 Prueba mediante la utilizacién de ABTS

Es una reaccion donde el antioxidante dona electrones (acta como reductor) y se mide
la capacidad de los antioxidantes para capturar el cation acido 2,2' azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS); la reduccion de este compuesto disminuye la
absorbancia de 820 a 658nm. El radical es generado con perdxido de hidrogeno que
oxida la metamioglobina y a su vez el reactivo ABTS. Sin embargo, algunos polifenoles
pueden interactuar con los reactivos y a su vez sobreestimar la concentracién del

compuesto antioxidante44L,

1.6.3. Prueba mediante la utilizacion de FRAP

La prueba de Poder Antioxidante de Reduccion de Hierro (Ferring Reducing Antioxidant
Power, FRAP), es un método colorimétrico que mide la reduccién de hierro plasmatico,
utilizando los antioxidantes por su efecto reductor. Se reduce un complejo de ferric-
tripiridil-triazina (Fe (111)-TPTZ) en un medio acido a Fe(ll) (Fe(lll) -> Fe(ll)), con un intenso

color azul que, es medido a una absorbancia 593nm durante 30 minutos. El antioxidante
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favorece la reaccion de reduccion del complejo, el antioxidante utilizado habitualmente
en estas pruebas es el acido ascorbico, sin embargo, se toma como equivalencias de

Trolox para las mediciones*42,

1.6.4 Prueba de blanqueamiento con B Carotenoides (bleaching assay)

Esta prueba también conocida como “bleaching assay”, se basa en un mecanismo de
oxidacion (decoloracion) un compuesto derivado de los carotenoides (crocina), generado
por radicales de peréxido. Este método se mide por absorbancia a 434nm, pero la tasa

de decoloracion y los resultados son expresados en forma de equivalentes de Trolox*143,

1.6.5 Método de auto-oxidacion del pirogalol.

El método de auto-oxidacion del pirogalol, (1,2,3 benceno triol) fue disefiado
principalmente para detectar superoxi dismutasa, sin embargo, en recientes décadas ha
sido utilizado para la deteccidén de otros antioxidantes por ejemplo polifenoles, taninos,
flavonoides y antocianinas. Los antioxidantes que cuya estructura contienen &cidos
carboxilicos, ésteres o grupos lactonas, son recomendados para esta metodologia**4°,
El pirogalol es conocido por su rapida autoxidacién, especialmente en una solucion
alcalina. La enzima superoxido dismutasa, dismuta univalentemente reduciendo el
oxigeno a un radical anién superoxido. La oxidacion es medida por la absorbancia que
va aumentando en medicion de 420nm y el consumo de oxigeno también va en aumento

en funcién del tiempo“®.

1.6.6 Medicion de la actividad antioxidante mediante la prueba de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

La oxidacion de lipidos provoca una reaccion en cadena que genera muchos productos
finales, uno de ellos es el malonaldehido (MDA) que es asociado con mal aspecto de los
alimentos carnicos. EI método mas comun para detectar MDA es por medio de la
reaccion del MDA con acido tiobarbitirico(TBA), que resulta en la condensacion de dos
moléculas de TBA con una molécula de MDA y la probable eliminacién de dos moléculas
de agua, evidenciado por el cambio de color en un tono rosado*’*®. El método de
Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS derivado de las siglas tiobarbituric
acid reactive sustances), es considerado como un marcador estandar de una

peroxidacion lipidica inducida por estrés oxidativo*®.
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La produccién de TBARS ocurre en varios escenarios de la oxidacion de los lipidos,
desde que comienza la cadena de auto-oxidacion en el sustrato, o al reaccionar con los
radicales libres permitiendo la formacién del MDA. El ensayo de TBARS no indica el
mecanismo de accion de los antioxidantes, si no su efectividad, al evidenciar la presencia

o ausencia del MDA en el sustrato*s.

1.7 Hongos

El reino fungi es un amplio y diverso grupo de organismos en el que se encuentran
mohos, hongos y levaduras. La mayoria de los hongos son microscopicos y habitan en
el suelo o en material en descomposicion®, estos organismos son heterétrofos, ya que
para cubrir sus necesidades nutricionales y energéticas requieren de moléculas de
carbono preformadas producidas por otros organismos®! juegan un papel fundamental
en el mantenimiento de la biosfera, ya que son los principales descomponedores de la
materia organica, permitiendo asi completar el ciclo de la materia y de la energia®2. Su
alimentacion consiste en la infiltracion a una fuente alimenticia y segregan enzimas
digestivas en ella, para descomponer las moléculas complejas en compuestos mas
pequefios y asi poder integrarlos a su organismo®!. Los hongos se clasifican en macro o
microscopicos, dependiendo del tamafio de sus cuerpos fructiferos, donde se originan
las esporas. Por lo tanto se considera un hongo microscopico a aquel que forma un
cuerpo fructifero con tamafio menor de 1 milimetro®3. Los hongos mas simples son las
levaduras, que son unicelulares de forma redonda u oval, la mayoria de los hongos son
multicelulares. Los hongos son organismos eucariotas, que se caracterizan por la
formacién de hifas, que son estructuras filamentosas, constituidas por una sucesion de
células intercomunicadas, que en conjunto constituyen un micelio®-°2, El crecimiento del
hongo ocurre en las puntas de las hifas, conforme las hifas se alargan, el hongo crece,
formando una masa enmarafiada o red llamada micelio; a los hongos que forman
micelios se les llama mohos®.

México es un pais con una amplia diversidad de organismos, ocupando el quinto lugar
en el mundo gracias al gran nimero de especies y endemismos; cuenta con el 10% de
la diversidad terrestre del planeta. En lo que se refiere a hongos, en México se estima
gue existen aproximadamente 200,000 especies, de las cuales solo se conoce el 3.2%,

siendo los organismos del estado de Veracruz y Tabasco los mas estudiados®*.
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1.7.1 Potencial biotecnolégico de los hongos

Los hongos son organismos productores de una gran cantidad y variedad de compuestos
Gtiles para la industria, como proteinas, metabolitos secundarios, enzimas, péptidos, etc,
que han sido una fuente importante para el desarrollo de la ciencia y la industria®%6,
Algunos de estos compuestos o moléculas son utilizados para la produccién de
medicamentos antifiingicos como la respofungina y la preusomerina®®, anticancerigenos
como el taxol, inmunosupresores como la ciclosporina y medicamentos de control del
colesterol como lovastatina®’°8, Ademas de ser precursores de pesticidas, fertilizantes,
etc,

Los metabolitos secundarios sintetizados por los hongos han sido explotados por sus
diversas actividades!®. Esos productos naturales son de bajo peso molecular y son
indispensables para la supervivencia del propio organismo®’. Entre los microorganismos
con capacidad productora de metabolitos secundarios se destacan los hongos
filamentosos gracias a su habilidad para producir una amplia variedad®>>°. Actualmente
no se conoce el porcentaje de especies que han sido evaluadas de acuerdo a la
producciéon de compuestos bio-activos®. El uso de microorganismos y sus productos
naturales para la preservacion de los alimentos ha sido una practica comun®® tal es el
caso de la especie Aspergillus candidus que produce compuestos como la
Dihidroximethil piranona®’. Los compuestos fendlicos son un grupo importante de
metabolitos secundarios sintetizados por hongos; bajo condiciones de estrés, esos
fenoles pueden proteger al cuerpo humano de los radicales libres®?. En el caso de los
hongos, se han reportado compuestos antioxidantes obtenidos de diferentes especies
(Tablal).



Tablal. Informes recientes de especies de hongos con actividad antioxidantes

Inhibicién de

Especie L Control positivo Método de deteccion Referencia
la oxidacién
Pseudocercospora sp. N/E Acido ascorbico DPPH, B Caroteno, poder reductor Prihantini y Tachibana, (2017)%3
Acremonium charticola 93 % Acido ascorbico ABTS Sugiharto et al, (2016)**
Aspergillus sp. N/E Acido ascorbico  DPPH Khiralla et al, (201564
Aspergillus sp.
Grifola frondosa 84 % Trolox Manchas de 8 Caroteno, poder reductor, Smith et al, (2015)65
quelador de iones
- 5 - e v -
Aspergillus sp. 95 % BHT DPPH. Kit de aniones super oxido, qu_elador de Cui et al, (2015)68
iones, Contenido de fenoles y flavonoides,
Rizhopus oryzae N/E Acido ascoérbico DPPH Schmidt et al, (2013)¢7
Chaetomium sp. . -
Aspergillus sp. 80 % Acido ascorbico D.PPH' barrido de la prueba de perOX|d_o, de Yadav et al, (2014)68
hidrogeno, prueba del poder de reduccion
Cephalosporium sp. N.E Acido linoleico Peroxidacién de acido linoleico Sanchez-Fernandez et al, (2013)%¢
Acremonium sp. N.E Acido ascorbico ~ DPPH, ABTS, contenido total de fenoles Karmakar et al, (2013)°
Aspergillus candidus 95 % Tocoferol DPPH Elaasser y Abdel (2011)%1
Pycnoporus sanguineus 80 % BHT DPPH, B Caroteno/prueba acido linoleico Borderes et al, (2011)7°
Penicillium sp. P _ DPPH, contenido total de Fenoles, actividad . -
Aspergillus sp. N/E Acido ascorbico total de antioxidantes Nitya et al. (2010)
Phyllosticta sp. N/E Tocoferol ABTS, DPPH Srinivasan et al, (2010)7?
) DPPH, poder de reduccién, poder de reduccién
Aspergillus spp. 82 % Acido ascérbico de hierro, quelante de metal y determinacién de  DaljitSing y Priyanka (2010)73
contenido total de fenoles.
0,
Aspergillus sp. PR 38 92 %
Aspergillus sp. PR 15 gg zjo < DPPH y poder de reduccién, contenido total de
Aspergillus sp. PR 22 ) Acido ascorbico yp ' Chandra y Arora (2009)??
. 81 % fenoles
Aspergillus sp. PR 38 84 %

Penicilium sp. PR 46

NE= No especificado.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La oxidacién en los alimentos produce cambios a nivel fisicoquimico que afectan
directamente las caracteristicas nutricionales y organolépticas de los productos, desde
cambios en su coloracion, olor y textura que lo vuelven menos atractivo para su
consumo. Los aditivos alimentarios son utilizados para mantener las caracteristicas
fisicas de los alimentos, ademas de mejorar su apariencia y aumentar la vida de
anaquel, algunos mejoran la calidad nutricional de los mismos. Entre los aditivos
utilizados se encuentran conservadores, colorantes, edulcorantes, potenciadores de
sabor, emulsificantes y antioxidantes. Estos ultimos son importantes para mantener el
sabor de los alimentos y evitar su deterioro, causa frecuente de la contaminacién de los
mismos, ademas de aumentar su calidad nutricional. Los antioxidantes utilizados en
alimentos pueden ser de origen natural o sintético dependiendo de las caracteristicas
sensoriales del alimento. La industria alimentaria utiliza frecuentemente los
antioxidantes sintéticos a pesar de que han surgido evidencias de que estos productos
pueden ser carcinogénicos. De acuerdo con la OMS en 2012 las enfermedades
cardiovasculares han provocado mas de 17 millones de muertes, que representan el
31% de las todas las muertes registradas en el mundo’# por lo que se considera como
un problema de salud publica creciente. Sin embargo, se ha documentado que una
dieta con consumo elevado de antioxidantes puede reducir el riesgo de tener
enfermedades cardiovasculares, convirtiendo estos en un factor benéfico para la salud,
ademas de ser un factor preventivo para cancer. Con el fin reducir el consumo de los
antioxidantes sintéticos que se utilizan ampliamente en la industria, es necesaria la
busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes naturales que puedan ser una alternativa
para la utilizacién en alimentos y que no dafien al mismo tiempo los componentes de
los alimentos. Estudios recientes indican que algunos hongos microscépicos son
capaces de sintetizar compuestos organicos que podrian tener aplicaciones
antioxidantes, proponiendo una alternativa viable para su aplicacion en distintos tipos

de alimentos.

Por todo lo anterior se hace la siguiente pregunta de investigacion:

¢Los extractos de los hongos aislados en el estado de México presentan compuestos

con actividad antioxidante tanto in vitro y en alimentos?
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3. HIPOTESIS

Hipodtesis alterna:

Los extractos de los hongos aislados en el estado de México presentan compuestos

con actividad antioxidante tanto in vitro como en alimentos.

Hipdtesis nula:

Los extractos de los hongos aislados en el estado de México no presentan compuestos

con actividad antioxidante ni in vitro ni en alimentos.
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4. OBJETIVOS

Generales:

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos de hongos aislados del Estado de

México in vitro y en alimentos.

Especificos:

e Reactivar las cepas de hongos microscopicos originarios de los humedales de
Lerma, la Sierra de Nanchititla y Valle de Bravo del Estado de México.

e Conservar las cepas aisladas mediante crio-preservacion.

e Obtener los extractos crudos de los hongos y evaluar su capacidad antioxidante
mediante la prueba de auto-oxidacion del pirogalol.

e Seleccionar los extractos crudos activos y fraccionarlos en 3 diferentes
polaridades (hexano, acetona y metanol).

e Evaluar la actividad antioxidante de las fracciones en carne de pollo mediante la
prueba de TBARS.

e Determinar la citotoxicidad de las fracciones con actividad antioxidante en
fibroblastos de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™).

e Identificar taxondbmicamente las cepas flingicas que presentaron evidencia de
actividad antioxidante, mediante las guias Watanabe, Barnett y Hunter.
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5. JUSTIFICACION

Debido al incremento de la poblacion a nivel mundial, se espera que aumente el
consumo de alimentos y por consiguiente la utilizacion de aditivos que prolonguen tanto
su vida atil, como conservar sus caracteristicas organolépticas. Por lo que se prevé que
el mercado mundial de los antioxidantes aumente durante los proximos afios.
Actualmente se ha informado que, de los antioxidantes utilizados por la industria,
algunos pueden llegar a ser perjudiciales para la salud, inclusive, el consumo elevado
puede ser interpretado como posible factor de riesgo en el desarrollo de algunas
enfermedades como diferentes tipos de cancer. Por ello es necesario encontrar nuevas
fuentes de antioxidantes que resulten inocuas, accesibles y aplicables a una extensa
variedad de alimentos; ademas de certificar que estos compuestos incrementen el valor
nutritivo de dichos productos. Se encuentra evidencia de que diversas especies de
hongos microscopicos producen una variedad de sustancias quimicas, entre ellas con
capacidad antioxidante. Dichas sustancias podrian ser candidatas para su utilizacién
en la industria alimentaria, aumentando la vida de anaquel y disminuyendo los
desperdicios y mermas del producto. Ademas, mantener la inocuidad y mayor
seguridad de dichos productos disminuiria la incidencia de intoxicaciones con

alimentos.
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6. MATERIAL Y METODOS:

6.1 Disefo de Estudio

Tipo de estudio

Experimental.

Universo

Hongos microscopicos aislados en el Estado de México.

Poblacion
Hongos microscopicos aislados de algunos humedales de Lerma, la sierra de

Nanchititla y los bosques de Valle de Bravo del Estado de México.

Muestra

Cepas de hongos microscopicos aislados del Estado de México.

Método de muestreo

No probabilistico por conveniencia.

Tamafnio de muestra

99 cepas de hongos microscopicos.

6.2 Criterios de inclusion y eliminacion

Criterios inclusion

Hongos con crecimiento formado por micelio aislados en el Estado de México.

Criterios eliminacion
Aislamientos de microorganismos que no presenten caracteristicas de hongos

filamentosos, asi como actinomicetos con pseudo-micelio.



6.3 Procedimientos

1.-Reactivacion de cepas

2.-Purificacion

3.-Crio-preservacion

4.- Obtencion de extractos crudos para la prueba preliminar de
actividad antioxidante

(Auto-oxidacion del pirogalol)

5.-Estractos crudos activos.
Fraccionamiento de los extractos en los disolventes hexano, acetona
y metanol (Columna Sep Pak® CartrigeC18)

6.-Evaluacion de las fracciones en carne de pollo
(Prueba antioxidante TBARS)

7.-Prueba citotoxicidad
Celulas de fibroblastos de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)

(Guias Watanabe, Barnett y Hunter)

\g 8.-Identificacion taxonomica tradicional

21
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6.3.1 Reactivacion de cepas

Se reactivaron cepas aisladas de la sierra de Nanchititla, Valle de Bravo y los
humedales de Lerma. Las cepas fueron inoculadas en cajas Petri con Agar Papa

Dextrosa (PDA) Bioxon® se incubaron 26° C durante 14 dias.

6.3.2 Purificacion de cepas fungicas

Una vez que se confirmoé el crecimiento, se verificé que fueran cultivos con una
morfologia uniforme, sin la presencia de contaminacion por otras cepas fungicas o que

presentaran la presencia de crecimiento bacteriano.

6.3.3 Conservacion de cepas fangicas

Ya confirmado el crecimiento de la cepa sin contaminacién, fueron conservadas por dos

métodos:

a) Tubo inclinado: Se adicion6é 1mL de PDA en tubos Eppendorf®, se esterilizaron
y antes de que gelificaran los tubos, fueron inclinados. Cada cepa, previamente
desarrollada, se inocul6 en el tubo por duplicado a una temperatura 25°C durante

7 dias, posteriormente se almacenaron en refrigeracién (4°C).

b) Crio-preservaciéon: Cada cepa fungica fue inoculada en una caja de Petri con
medio PDA estéril, se incubandose durante siete dias a 25°C, posteriormente
con un sacabocado estéril se tomaron 5 discos de 5mm de diametro y se
depositaron en un 1.4mL de una solucién de agua destilada con glicerol (80:20%)

y se conservaron a -71°C.

6.3.4 Prueba preliminar de la actividad antioxidante mediante la oxidacion del
Pirogalol

Se realizé una prueba preliminar de la actividad antioxidante mediante el método de
“superoxido dismutasa” propuesto por Marklund, 197446 que se basa en la oxidacion
del Pirogalol. Cada cepa flingica se inoculé en Caldo Papa Dextrosa (PDB) Bioxon®,
fue incubado a 26° C durante 14 dias, posteriormente. Se utilizé la metodologia de
Zhang 2016, con ligeras modificaciones. La mezcla de la reaccion se realizé en un
buffer de trizima al 0.2M con pH 8.2 y se agregd 1 mg de pirogalol por cada mL de
buffer.
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A los extractos flungicos en crudo se les midio la absorbancia (420nm) y posteriormente
se les agrego la mezcla de pirogalol con buffer y se midio la absorbancia durante media
hora. Los extractos secos fueron re-suspendidos en metanol en proporcion 1mg/imL;
se les midio la absorbancia inicial, posteriormente se agregé la mezcla de pirogalol con
buffer y se agreg6 en proporcion 1:1 con el extracto re-suspendido, al cual se le midio

la absorbancia cada 5 minutos durante media hora’®.

6.3.5 Obtencidn de extractos fungicos en acetato de etilo (AcOEt)

Las cepas fungicas que dieron evidencia de la actividad antioxidante preliminar se
inocularon en 1000mL de PDB, se incubaron a 25°C durante 14 dias; posteriormente
el cultivo fue filtrado a través de papel filtro Watman® #5 previamente esterilizado. Al
extracto crudo se le agrego AcOEt (C4HsOz2), en una proporcion de 1:1. Se agito durante
1 minuto separando las fases: la fraccion acuosa, y la fraccion de acetato de etilo. El
acetato de etilo se elimind mediante roto-evaporacién a presion reducida (450pa) a
40°C, en un roto-evaporador ka® %, |la fase acuosa fue desechada y el extracto seco

fue pesado (mg).

6.3.6 Fraccionamiento en columnas

Los extractos organicos obtenidos mediante AcOEt fueron fraccionados utilizando una
columna Sep-Pak cartridge® C18 de 6CC, la columna se acondicioné con 2 mL de
metanos seguido por 2 mL de Acetato de etilo. El extracto fungico, previamente
pesado, fue re suspendido en acetato de etilo a una concentracion de 20mg/mL,
posteriormente se adicioné a la columna seguido por los disolventes: hexano (10mL),
acetona (15mL) y metanol (10mL), el disolvente se evapor6 a temperatura ambiente,
obteniendo 3 fracciones (mg) de diferente polaridad.

6.3.7 Ensayo antioxidante en carne de pollo (TBARS)

Preparacion de la muestra: Las fracciones de los extractos de los hongos que
presentaron actividad antioxidante in vitro, fueron agregadas a la carne de pollo, en una
concentracion de 1mg de extracto disuelto en DMSO en 1 mg de carne, posteriormente
se colocaron en bolsas con entrada y salida de oxigeno y fueron almacenadas en
refrigeracion a 4°C durante 3 dias. Al tercer dia de refrigeracion a las muestras de pollo
tratado, se trasladaron a tubos Eppendorff de 2mL y se les agreg6 500uL de PBS frio y
se homogeniz6 la muestra durante 100 segundos (5 ciclos de 20 segundos) y se dejo

enfriar cada muestra en una cama de hielo.
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Posteriormente se tomé una alicuota de 100uL del sobrenadante de cada una de las
muestras a las que se les agregaron 200uL de &cido tricloroacético y se mantuvo en
refrigeracion (4°C) durante 5 min. Posteriormente se centrifugo a 14000 rpm durante 5
minutos y posteriormente se dejé enfriar en una cama de hielo y se traslado el
sobrenadante a un tubo nuevo y se agreg6 200uL de &cido tiobarbitarico y fue mezclado
con ayuda de un vortex durante 5s por cada muestra. Después de ser mezclado con
vortex, se incubaron los tubos en un bafio maria a 100°C durante una hora. Finalmente
se traslado el resultado en una placa de 96 pozos, para posteriormente ser leida a

535nm en un espectrofotdbmetro para microplacas epoch biotek®.

6.4 Prueba de Citotoxicidad en fibroblastos

Se determind la citotoxicidad de las fracciones que presentaron mayor actividad

antioxidante en la prueba TBARS.

6.4.1 Preparacion del medio de cultivo

Los fibroblastos de ratén NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) se mantuvieron en medio
DMEM, suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF), bicarbonato de sodio
3.7g/L, glutamina 2mM vy antibiético al 10%, incubados a 37°C con 80% de humedad y
5% CO2. Para preparar 500mL del medio, se pesaron los elementos sélidos en la
balanza (medio DMEM vy bicarbonato de sodio) y se disolvieron en 300mL de agua tipo
1. Se ajusté el pH a 7.4 (£ 0.2) y se aforé a 500mL. Se quitaron 50mL de la solucion y
se agregaron los suplementos liquidos (glutamina, suero bovino fetal, antibiético), se
mezcld y aforé a 500mL con el medio que se habia retirado. Dentro de una campana
de flujo laminar y en condiciones de esterilidad se filtr6 la solucién con una unidad de
filtracion utilizando una bomba de vacio y se depositd en recipientes estériles. Se rotuld

con el nombre del medio, la fecha y el nombre de quien lo preparé.

6.4.2 Obtencion de suspension celular

Una vez que el cultivo celular alcanzo la confluencia se lavo con PBS estéril y se tratd
con una solucion de tripsina/EDTA (0.25/0.03%) para despegar las células de la caja.
Las células suspendidas se recuperaron y se lavaron con medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI). Para determinar el nUmero y viabilidad celular se hizo el recuento de
células en la camara de Neubawer, para lo cual se tom6 un tubo microtubo de 600uL,

al cual se le afiaden 10 pl de la suspension celular y 10ul de azul de tripano. El azul de
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tripano es un colorante vital que tifie selectivamente a las células dafiadas o muertas y
de este modo, permite distinguir a las células muertas (azules) de las vivas (no tefiidas).
Para calcular el numero total de células viables en la suspension, se cuentan las células
en los 4 cuadrantes y se obtiene el promedio de las células en los 4 cuadrantes, se
multiplica por el factor de dilucién (2) y por 10,000 y asi se obtiene la cantidad de células

en un mililitro.

6.4.3 Prueba de viabilidad de fracciones de extractos de hongos

Para realizar la prueba de citotoxicidad se siguieron las instrucciones del fabricante
(Muse Count Viability kit ®) Las células fueron divididas en alicuotas de 8,000 células
disueltas en 190uL de medio RPMI suplementado con suero bovino fetal, antibiético y
bicarbonato en las concentraciones descritas anteriormente, adicionalmente se agrego
10uL de la fraccion del extracto fungico disuelto DMSO (200 mg/mL), se incubd durante
24h a 37°C con 80% de humedad y 5% CO2. Posteriormente se tomaron 10uL de la
suspension celular con la fraccion de extracto, a la que se le adicion6 90uL de reactivo
Count Viability kit® y se dejo reposar por 5 min a temperatura ambiente para después
correr la prueba en el citbmetro Muse Analyser®, definiendo para esta prueba el factor

de dilucién 10 y teniendo 300 eventos como minimo.

6.5 Identificacion de especies fungicas activas

Se realiz6 la técnica de micro-cultivo de hongo’’, en donde se agreg6 una mezcla de
agua Y glicerol (5%), en una caja Petri con un portaobjetos sobre 2 varillas de vidrio,
todo previamente esterilizados. Sobre el portaobjetos se colocé un cuadro de agar papa
dextrosa y fue inoculado con la cepa activa, se dej6 incubar a 26°C durante 7 dias.
Posteriormente se descartd el agua con glicerol, se agreg6 formaldehido al 10% y se
dej6 a temperatura ambiente por dos horas. Posteriormente se retir6 el cuadro de agar
y al portaobjetos con la muestra se agreg6 una gota de azul de algodén y se observé
al microscopio. Las cepas fungicas activas fueron identificadas taxonomicamente

mediante las guias de Watanabe® y Barnett y Hunter?®.

6.6 Analisis estadistico

Se utilizé un analisis de ANOVA para comparar los valores de las medias de las

muestras y los controles.



6.7 Variables de Estudio

Independientes:

Hongos microscopicos aislados en el estado de México

Dependientes:
Actividad antioxidante

Intervinientes:
e Temperatura

e Humedad
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Cuadro 1. Operacionalizacion de variables
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. S C : Tipo de Escala de Anélisis
Variable Definiciéon conceptual Definicién operativa : L .
variable medicién Estadisticos
D|.cho ,de. .un organismo Identificacion de hongos con
microscopico: Que tiene o
o L Cualitativa
) o aspecto de moho, nutricién | crecimiento de micelio vy Gé
Hongos microscopicos | heterétrofa y reproduccion . . enero N/A
estructuras reproductivas nominal
por esporas, y abunda en la
hojarasca de bosque y otros | menores a1 mm
sustratos organicos.
Compug;to quimico, n_atural extracto con actividad I L Andlisis de
Actividad antioxidante | © Sintético, que inhibe o Cuantitativa % inhibicion
retrasa el proceso de | antioxidante varianza
oxidacion.
imi Actividad antioxidante de las
Actividad antioxidante Compqe_sto quimico, n_atural L R Analisis de
o sintético, que inhibe O | fracciones en la prueba de | Cuantitativas % inhibicion
en alimentos retrasa el proceso de Varianza
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6.8 Implicaciones Bioéticas

La realizacion de este proyecto respeto las siguientes Normas, Convenios y Protocolos:
Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA1-1993, Que establece las especificaciones
sanitarias de los medios de cultivo. Generalidades; determina las especificaciones

minimas que deben tener los medios de cultivo para microorganismos en general®°,

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental — Salud
Ambiental — Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos — Clasificacion 'y
especificaciones de manejo.

Numeral 4. Clasificacion de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Numeral 6. Manejo de residuos peligrosos biolégico-infecciosos?.

Convenio sobre la diversidad bioldgica de las Naciones Unidas, suscrito en Rio de
Janeiro en junio de 19928, Decision del Consejo 93/626/CEE.

El Convenio tiene tres objetivos:

a) La conservacion de la diversidad biologica.

b) El uso sostenible de componentes de la diversidad biologica.

c) El reparto justo y equitativo de los beneficios derivados de la utilizacion de recursos
genéticos.

El Convenio establece que sus firmantes deberan evitar o minimizar el impacto negativo

resultante del uso de los recursos bioldgicos.

Protocolo de Cartagena Sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la
diversidad bioldgica. (2002/628/CE)83.

Articulo 2. Disposiciones generales: Las Partes velaran por que el desarrollo, la
manipulacion, el transporte, la utilizacion, la transferencia y la liberacién de cualesquiera
organismos vivos modificados se realicen de forma que se eviten o se reduzcan los
riesgos para la diversidad bioldgica, teniendo también en cuenta los riesgos para la

salud humana.
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7. RESULTADOS

7.1 Articulo:
Actividad antioxidante de extractos organicos de hongos filamentosos. Ensayo

en carne de pollo

7.1.1 Pagina frontal del manuscrito

Actividad antioxidante de extractos organicos de hongos filamentosos. Ensayo
en carne de pollo
Antioxidant activity of organic extracts of filamentous fungi. Chicken meat
assay
Ayala-Cortés S, Erika Azorin-Vega?, Isaac-Olive K!, Martinez-Carrillo BE!, Ramirez-
Duran N1, Martinez-Vazquez M3;, Moreno-Pérez P. A'*,
! Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México
2 Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
3 Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México
*Autor de correspondencia
Martin Pablo Antonio Moreno Pérez.

Av Paseo Tollocan, Calle Jesus Carranza, Moderna de la Cruz, 50180 Toluca de
Lerdo, Méx. 722 647 5036. Saieto@hotmail.com

Resumen
Los antioxidantes dietéticos son sustancias que forma parte o que se adiciona a los

alimentos para protegerlos de los efectos de los radicales libres, pero el consumo de
antioxidantes sintéticos rebasa los limites maximos recomendados, pudiendo ocasionar
dafios a la salud. Los hongos filamentosos producen diversos compuestos con
potencial biotecnolégico, como el compuesto antioxidante Dihidroximetil piranona
producida por la especie Aspergillus candidus. Objetivo fue valuar la actividad
antioxidante de extractos organicos de hongos filamentosos in vitro y en carne de pollo.
Métodos: Se reactivaron cepas de hongos filamentosos y se obtuvo su extracto crudo
en medio PDB, se avalu6 su capacidad antioxidante mediante la técnica de oxidacion
del pirogalol.Se fraccionaron los extractos en columnas Sep-Pack cartridge® con
hexano, acetona y metanol, las fracciones se evaluaron en carne de pollo por medio de
la técnica TBARS. Se determind la citotoxicidad en fibroblastos de raton NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™). Las cepas activas fueron identificadas taxonOmicamente

mediante las guias de Watanabe, Barnett y Hunter.
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7.1.3 Resumen

Los antioxidantes dietéticos son sustancias que forma parte o que se adiciona a los
alimentos para protegerlos de los efectos de los radicales libres, pero el consumo de
antioxidantes sintéticos rebasa los limites maximos recomendados, pudiendo ocasionar
dafios a la salud. Los hongos filamentosos producen diversos compuestos con
potencial biotecnolégico, como el compuesto antioxidante Dihidroximetil piranona
producida por la especie Aspergillus candidus. EIl objetivo fue valuar la actividad
antioxidante de extractos orgéanicos de hongos filamentosos in vitro y en carne de pollo.
Métodos: Se reactivaron cepas de hongos filamentosos y se obtuvo su extracto crudo
en medio PDB, se avalué su capacidad antioxidante mediante la técnica de oxidacion
del pirogalol. Se fraccionaron los extractos en columnas Sep-Pack cartridge® con
hexano, acetona y metanol, las fracciones se evaluaron en carne de pollo por medio de
la técnica TBARS. Se determino la citotoxicidad en fibroblastos de raton NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™). Las cepas activas fueron identificadas taxonédmicamente
mediante las guias de Watanabe, Barnett y Hunter. Resultados: Se reactivaron 99
cepas fungicas y se obtuvo su extracto, 25 extractos de Acetato de etilo presentaron
actividad antioxidante (> 6%),14 fueron los mas activos con un porcentaje de inhibicion
de la oxidacién >30%. Se obtuvieron 39 fracciones que se evaluaron en carne de pollo
(TBARS), 28 presentaron inhibicion de la oxidacion > 32%; las fracciones de hexano
(cepas 57, 58,127), acetona (cepas 10, 58, 118, 304) y metanol (cepasl4, 58, 304)
>40%. Solo las fracciones de hexano (cepas 58 y 127) no presentaron citotoxicidad
(>92% de viabilidad celular/200 mg/mL). Las cepas fungicas que presentaron actividad
antioxidante pertenecen a los géneros Fusarium (10), Penicillium (118), Eudarluca (127)
y Aspergillus (304), las cepas 14, 57, 58 pertenecen a cepas fungicas con micelio estéril.
Conclusion. Los extractos y fracciones de diferente polaridad obtenidos de hongos
filamentosos asilados del Estado de México presentan actividad antioxidante al inhibir

la oxidacion in vitro y en carne de pollo.

Palabras clave: fungi, oxidacién, conservador de alimentos, aditivo alimentario.
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7.1.4 Abstract

Dietary antioxidants are substances that are part of the food addiction to protect them
from the effects of free radicals, but the consumption of synthetic antioxidants exceeds
the recommended maximum limits, which can cause damage to health. Filamentous
fungi produce various compounds with biotechnological potential, such as the
antioxidant compound Dihydroxymethyl pyranone produced by the Aspergillus candidus
species. The objective was to evaluate the antioxidant activity of organic extracts of
filamentous fungi in vitro and in chicken meat. Methods: Strains of filamentous fungi
were reactivated and their crude extract was obtained in PDB medium, their antioxidant
capacity was evaluated by means of the pyrogallol oxidation technique. The extracts are
divided into Sep-Pack cartridge® columns with hexane, acetone and methanol, the
fractions were evaluated in chicken meat by means of the TBARS technique.
Cytotoxicity was determined in mouse fibroblasts (NIH / 3T3 (ATCC® CRL-1658 ™).
The active strains were taxonomically identified by the Watanabe, Barnett and Hunter
guidelines. Results: 99 fungal strains were reactivated and their extract was obtained,
25 extracts presented antioxidant activity (> 6%), 14 were the most active with a
percentage of oxidation inhibition >30%, of which the latter obtained 39 fractions, of
which 28 fractions showed oxidation inhibition (>32%). The fractions that exhibited a
>40% oxidation inhibition (TBARS) in chicken meat were: the hexane fractions of strains
57, 58 and 127, of acetone 10, 58, 118, and 304, of methanol 14, 58 and 304. Only the
hexanic fractions of strains 58 and 127 did not show cytotoxicity, having a cell viability
>92% (200 mg / mL). The fungal strains that presented antioxidant activity belong to the
genera Fusarium (10), Penicillium (118), Eudarluca (127) and Aspergillus (304), strains
14, 57, 58 belong to fungal strains with sterile mycelium Conclusion Extracts and
fractions of different polarity of asylated filamentous fungi of the State of Mexico have
antioxidant activity by inhibiting oxidation in vitro and in chicken meat.
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7.1.5 Introduccién

Los aditivos alimentarios son ingredientes agregados a los productos procesados y en
produccion para incrementar el valor nutritivo, la preservacion y mejorar las propiedades
sensoriales!. Entre estos se encuentran los antioxidantes, que en la industria
alimentaria son indispensables ya que tienen la capacidad de reaccionar con radicales
libres, reduciendo su reactividad y manteniendo el color, olor y apariencia del producto
para el consumidor?3, La oxidacion provoca afectaciones en todo tipo de biomoléculas
presentes en los alimentos como hidratos de carbono, nucleétidos, proteinas y lipidos,
generando mas radicales libres, que a su vez oxidan mayor cantidad de moléculas®.
Los alimentos con mayor cantidad de acidos grasos insaturados, son los mas afectados
por este fendmeno de auto oxidacion gracias a la disponibilidad de reaccion entre los
radicales libres y los dobles enlaces*®, esto provoca cambios organolépticos,
modificando la textura y provocando un mal sabor®. Los antioxidantes transfieren
electrones que reaccionan con los radicales libres asi como con otras especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de esta forma disminuyen o retardan el proceso de
oxidacién®’. De acuerdo con los estandares de la Unién Europea y los Estandares
Nacionales de Alimentos de los Estados Unidos NFS por sus siglas en inglés (National
Food Standards)®-1°, el consumo de antioxidantes sintéticos rebasa los limites maximos
recomendados; ademas se ha reportado que los antioxidantes sintéticos BHA y BHT
ampliamente utilizados en la industria se eliminan rapidamente, aunque puede
permanecer en los tejidos a largo plazo provocando toxicidad pulmonar y con ello
desarrollo de células pulmonares en ratones12,

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariotas, que se caracterizan por la
formacion de estructuras filamentosas, constituidas por una sucesion de células
intercomunicadas, que en conjunto constituyen un micelio'®14, Se estima que en México
existen aproximadamente 200,000 especies de hongos de las cuales solo se conoce el
3.2 %%. Los hongos filamentosos producen una gran cantidad y variedad de
compuestos Utiles para la industria, como antibioticos, enzimas, fertilizantes, fungicidas,
pesticidas, péptidos y metabolitos secundarios y que han sido una fuente importante
para el desarrollo de la ciencia y la industria'®'’. Recientemente se ha encontrado
evidencia de actividad antioxidante del compuesto dihydroxymethyl pyranone obtenido
de la especie Aspergillus candidus; acido galico de Rizhopus oryzae'® y grafislactona
producida por Cephalosporium sp.!” que inhibe la oxidaciéon del acido linoleico. El

objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antioxidante de los extractos
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organicos de hongos filamentosos in vitro y su potencial viabilidad en la conservacion

de alimentos.

7.1.6 Materiales y métodos:

Se aislaron hongos filamentosos a partir de muestras de hojarasca y suelo en 4
regiones del estado de México: 1. la Sierra de Nanchititla: latitud 18°47°42” N y longitud
100°15’58” O, a latitud 18°58’03” N y longitud 100°35’35”0, 2000 msnm); 2. Islas
vegetales de la Ciénega de Lerma: latitud 19° 06’ 29”N y longitud 99° 30’ 53”0 a latitud
19° 21’ 48”N y longitud 99° 30" 13” O, 2850 msnm). 3. El bosque de valle de bravo
(Latitud: 19°11'42" N, Longitud: 100°07'52" O, 2850 msnm 1826); 4 la sierra de San
Miguel Tecomatlan: latitud 18.97° 83" 33” N longitud 99.52° 86" 11” O, 2350 msnm).
Las muestras de suelo y material vegetal fueron colocadas sobre un papel humedecido
con agua destilada estéril dentro de un recipiente de plastico con tapa (camaras
hamedas), se mantuvieron a temperatura ambiente y entorno de oscuridad y humedad
durante 14 dias. Los micelios crecidos sobre el material vegetal fueron transferidos con
un asa micolégica en placas con Agar Papa Dextrosa (PDA) (Bioxon®) complementados
con Amikacina (0.25 mg/mL), se incubaron 26°C en oscuridad durante 14 dias.

Una vez que las cepas de hongos filamentosos tuvieron morfologias unificadas, fueron
conservadas en criotubos (Coring®). Los criotubos fueron previamente esterilizados con
1mL de agar PDA, y gelificados inclinadamente. En la superficie del agar dentro del
criotubo se inoculo la cepa de hongo filamentoso. Los criotubos inoculados fueron
incubados a 26°C por 7 dias y posteriormente se transfirieron a refrigeracion a 4°C.
Simultaneamente, se transfirieron las cepas de hongos filamentosos a matraces de
150mL conteniendo 50mL de medio PDA, la cantidad inoculada fue una asada de cada
cepa por matraz. Los Matraces inoculados fueron incubados a 26° durante 14 dias en
oscuridad. Posteriormente se tomaron alicuotas de 5mL de biomasa de cada matraz,
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a tubos

conicos de 15 mL estériles.

Prueba preliminar de la actividad antioxidante

Se realiz6 por la técnica de deteccion de oxidacion del pirogalol'®. Se prepard un buffer
de trizima (sigma®) 0.2M, pH 8.2. Se adicion6é 1mg/mL pirogalol (Merck®). De los 99
sobrenadantes obtenidos, a 68 se les agrego acetato de etilo (1:1 x 3), se mezclaron

por 10 minutos en un embudo de separacion para obtener 2 fases. La fraccion acuosa
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fue desechada y el disolvente se elimin6é en un roto evaporador ika® RV3 a 40°C. El
producto obtenido de la rotoevaporacion fue resuspendido con metanol (19 extractos)
y con DMSO (20 extractos) a una concentracion de 1mg/mL. Se transfirié 1.5mL de la
solucion del buffer de trizima con pirogalol y se agregé 1.5mL del sobrenadante o
extracto obtenido del sobrenadante. Se midio la absorbancia a 520nm al inicio de la
reaccion y cada 5 min durante 30 min en un espectrofotémetro (GLOBE®) Modelo CS-

2000 PC con celdas de 1 mm de grosor y 3 mL de capacidad. Se determiné la actividad
Absg—Abs;
Abs C

absorbancia del extracto con el buffer de trizima y pirogalol después de 30 min, Abs; es

antioxidante utilizando la férmula: % oxidacion = X 100, donde la Abss, es la

la absorbancia inicial del extracto con el buffer de trizima y pirogalol, Abs C es la
diferencia dela absorbancia inical y final del buffer de trizima y pirogalol con el control.
Los controles utilizados fueron Metanol, DMSO, y medio Papa Dextrosa.

Obtencidn y fraccionamiento de los extractos

Las cepas productoras de extractos que dieron evidencia de actividad antioxidante en
la prueba preliminar, fueron inoculadas en 1000mL de medio PDB estéril, e incubadas
durante 14 dias a 26°C en oscuridad. El micelio fue separado del medio a través de
filtracion por succion con matraz Blichner conectado a una bomba de vacio. El micelio
fue recolectado en papel filtro (Watman®) #5. El medio resultante se mezcl6 con acetato
de etilo (1:1 x 3) para obtener dos fracciones. La fraccion acuosa fue descartada y el
disolvente se eliminé en un roto evaporador (ika®) RV3 a 40°C y a presioén reducida. El
extracto seco obtenido de la rotoevaporacion fue re-suspendido en acetato de etilo
(20mg/mL), fue vertido en una columna (Sep Pack Cartridge®) C18 6cc, previamente
acondicionada con 2mL de metanol seguido por 2mL de acetato de etilo. Al extracto
dentro de la columna se adicionaron 10mL de hexano, 15mL de acetona y 10mL de
metanol hasta obtener 3 fracciones de diferente polaridad, fraccion “H” (Hexano),
fraccion “A” (Acetona) y fraccion “M” (Metanol) el disolvente se evaporé a temperatura

ambiente.

Medicién de la actividad antioxidante en carne de pollo con el ensayo de &cido
tiobarbiturico TBARS.

Las tres fracciones de los extractos: hexano, acetona y metanol se re-suspendieron en
DMSO (200ul/mL). Posteriormente se adicionaron a la carne cruda molida de pollo

comercial, [Img de extracto/1 mg de carne], las muestras se colocaron en bolsas que
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permitian la aireacion y fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C durante 3 dias.
Después del almacenamiento la carne de pollo tratada se colocé en tubos eppendorff
de 2mL y se les agregd 500uL de buffer de fosfato salino (PBS) frio, se homogeneizo
cada una de las muestras durante 5 ciclos de 20 segundos con un homogeneizador
WT-130 serie2. La carne se precipito y se tomo una alicuota de 100uL del sobrenadante
de cada una de las muestras. A las alicuotas de sobrenadante se les adicionaron 200uL
de acido tricloroacético, se mantuvieron en refrigeracion (4°C) durante 5 min.
Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 minutos, se agregaron 200uL
de &cido tiobarbiturico, se mezcld por inmersién. Los tubos con la mezcla se incubaron
en bafio maria a 100°C durante una hora. El sobrenadante se transfirié a una placa de
96 pozos, que fue leida a 535nm en un espectrofotometro para microplacas (Epoch
biotek®)

Citotoxicidad en fibroblastos

Se utilizaron fibroblastos de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™), mismos que se
mantuvieron en medio dulbecco modified Eagles minimal essential medium (DMEM),
complementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF), bicarbonato de sodio 3.7g/L,
glutamina 2mM y amikacina al 10%, incubados a 37°C con 80% de humedad y 5% COo..
Para preparar 500mL del medio, se pesaron los elementos sélidos en la balanza (medio
DMEM vy bicarbonato de sodio) y se disolvieron en 300mL de agua tipo 1. Se ajusto el
pH a 7.4 (x 0.2) y se aforé a 500mL. Se quitaron 50mL de la solucion y se agregaron
los suplementos liquidos (glutamina, suero bovino fetal, antibiético), se mezclé y afor6
a 500mL con el medio que se habia retirado. Dentro de una campana de flujo laminar
y en condiciones de esterilidad se filtrd la solucion con una unidad de filtracion utilizando

una bomba de vacio y se deposito en recipientes estériles.

Obtencion de suspension celular

Una vez que el cultivo celular alcanzé la confluencia se lavé con PBS estéril y se trato
con una solucion de tripsina/EDTA (0.25/0.03%). Las células suspendidas se
recuperaron y se lavaron con medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI). Para
determinar el nUmero y viabilidad celular se hizo el recuento de células en la camara de
neubawer, para lo cual se tomé un tubo microtubo de 600uL, al cual se le afiaden 10 pl

de la suspension celular y 10ul de azul de tripano.
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Prueba de viabilidad de fracciones de extractos organicos de hongos
filamentosos.

Las células fueron divididas en alicuotas de con medio RPMI complementado con suero
bovino fetal, antibidtico y bicarbonato en las concentraciones descritas anteriormente,
ademas se les agregaron 10pL de la fraccion del extracto de hongo filamentoso disuelto
DMSO en una concentracién de 200 mg/mL y se dejé incubar durante 24h a 37°C con
80% de humedad y 5% CO2. Posteriormente se tomaron 10pL de la suspension celular
con la fraccién de extracto, a la que se le adicioné 90puL de reactivo (Count Viability kit®)
y se dejé reposar por 5 min a temperatura ambiente para después correr la prueba en
el citometro (Muse Analyser®) definiendo para esta prueba el factor de dilucién 10 y

teniendo 300 eventos como minimo.

Identificacién morfoldgica

Se identificaron las caracteristicas taxonomicas macroscoépicas, como el tipo de micelio,
aspecto, color y textura de la colonia, y microscopicas como la identificacion de la
morfologia de las hifas, células conidibgenas y esporas. Para identificar las
caracteristicas microscopicas: se tomé una muestra del micelio aéreo procurando no
maltratar el estado de las hifas y de las células conidiogenas con un asa micolégica y
se coloco en porta objeto, se agregd una gota de azul de algoddn, se cubrié con cubre
objetos. La preparacion se observo al microscopio identificando las estructuras fangicas
taxondmicamente mediante las guias de Watanabe (2002) y Barnett y Hunter
(1998)20:21,
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7.1.7. Resultados y discusion

Aislamiento de hongos filamentosos y obtencidon de extracto

Se aislaron 99 cepas de hongos filamentosos con caracteristicas morfologicas diversas
en 4 regiones del Estado de México (Figura 1). Los sobrenadantes de hongos
filamentosos fueron distribuidos en 3 grupos para la obtencion del extracto y la prueba
preliminar con pirogalol: Grupo 1. Se re-suspendieron 34 extractos con DMSO y se
evaluo la actividad antioxidante, manteniendo el DMSO como control negativo. Grupo
2. Se re-suspendieron 34 extractos con metanol y se evalud la actividad antioxidante
con respecto al control negativo (metanol). Grupo 3. Se evaluo la actividad antioxidante

de 42 sobrenadantes, manteniendo el medio papa dextrosa como control negativo.

Figura 1. Mapa de los sitios de muestreo de los hongos filamentosos: SN1-SN2. La Sierra de Nanchititla.
IVCL1-IVCL2, Islas vegetales de la Ciénega de Lerma. BV, El bosque de Valle de Bravo. TN, Sierra de
San Miguel Tecomatlan.
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Prueba preliminar de la actividad antioxidante

Se encontraron diferencias estadisticas en los porcentajes de inhibicion de la oxidacion
del pirogalol (t-Student p< 0.05, respecto al control), donde se obtuvieron valores hasta
el 96% de inhibicion con respecto al control (figura 2). Los 14 extractos de las cepas: 2,
14, 22, 57, 58, 59, 75, 89, 95, 112, 118, 126, 127, 304 se les atribuye actividad
antioxidante. Los extractos y sobrenadantes contuvieron la oxidacion del pirogalol hasta
en un 97% (extracto disuelto en metanol de la cepa 14), cifras superiores a las obtenidas
por otros autores, por ejemplo, Sharma et al. (2018)??, 80% (fraccion de acetato de etilo)
de Aspergillus sp. que utilizé el reactivo DPPH; Daljit en et al. (2010 )23 reportaron
actividad antioxidante de 82% de extractos provenientes de Aspergillus, sin embargo
utilizé caldo Czapek dox, y lo mantuvo en incubacién por 10 dias a 25°C a diferencia
de las condiciones en las que fueron cultivados los hongos (14 dias en condiciones de
oscuridad y sin agitacion). Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante
dependen directamente de las condiciones de la obtencién del extracto?* por ejemplo:
incubacion, temperatura, PH, condiciones de luz y sustrato; ademas de los solventes
utilizados para la obtencién del extracto, entre ellos destaca el acetato de etilo del cual
se obtiene el mejor rendimiento para la extraccién de fenoles de bajo y alto peso

molecular, seguido por el cloroformo y butanol®3.



Porcentaje de inhibicion de la oxidacion del pirogalol
100

90
80
70
60
50
40

30

Inhibicion de la oxidacion del pirogalol (%)

20

10

B A

DB

o
=
N

x
0,
%
.;o’
o7
77
52
)
%
&
%
S,
%
7,
(
A
7
%
7
;"i—”
X
0, %
A DR

%,

So

< BN

D e

A S
u"o -

9y

%

9 oovveena

LTIV

o
7
7
2
%
N
,‘PY

%

)

A4

40

S

D

V/
O 2w

Extractos crudos de cepas de hongos filamentosos

o

B e

Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la oxidacion del pirogalol con extractos de hongos filamentosos aislados del Estado de México, se presentan 44 extractos mas

representativos El porcentaje de inhibicion de la oxidacién fue determinado con la formula: % inhibicion = 100 — (
absorbancia final y la inicial, siendo los controles negativos: Pirogalol+DMSO, Pirogalol+PDB, Pirogalol+Metanol.

abs fn x100

abs ctl

). Donde abs fn es igual a la diferencia entre
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Obtencidn y fraccionamiento de los extractos
Se obtuvieron 39 fracciones de los 14 extractos activos (14 de hexano, 14 de acetona

y 11 de metanol).

Medicion de la actividad antioxidante en carne de pollo con el ensayo de &cido
tiobarbitarico (TBARS)

Se encontraron diferencias estadisticas en los porcentajes de inhibicion de la oxidacion
del pirogalol (Anova p< 0.05). Las 39 fracciones fueron evaluadas en el ensayo TBARS,
de las cuales 28 presentaron porcentajes de inhibicion de la oxidacion mayores al
control (acido ascorbico), (Figura 3), las fracciones de hexano de los extractos de las
cepas 57, 58 y 127, tuvieron un porcentaje de inhibicion de 45, 40 y 47%
respectivamente; de las fracciones de acetona de las cepas 10, 58, 118. Y 304 tuvieron
un porcentajes de inhibicioén de 41, 40, 42 'y 43%; por otro lado las fracciones de metanol
de las cepas 14, 58 y 304 tuvieron porcentajes de inhibicién de 40, 42 y 46%. Diversos
autores obtuvieron actividad antioxidante de fracciones de extractos de hongos, por
ejemplo, Hameed et al. (2017)%* obtuvieron un 65% de inhibicién de la oxidacién en las
fracciones etanolicas y acuosas de Mucor circinelloides mediante Bcaroteno ABTS,
FRAP, por otro lado Sugiharto et al. 20162° consiguié un 90% de inhibicién de oxidacion
con extractos metandlicos de Acremonium charticola; Nitya et al. (2010)2° reportaron la
actividad antioxidante de los extractos metandlicos de Fusarium, Mucor, Aspergillus y
Penicillium aislados de Lobelia nicotianifolia en donde usaron concentraciones de 160,
240, 220, 320 hasta llegar a los 800ug para obtener un porcentaje de inhibicibn mayores
a 80% (porcentajes y concentraciones mayores a las utilizadas en este estudio);
Schmidt et al. (2014)?7, reportaron la actividad antioxidante del hongo Rizhopus oryzae,
de acuerdo a su tiempo de fermentacion, utilizaron metanol para obtener el extracto e
hicieron lavados con hexano para purificar los compuestos antioxidantes que en su
mayoria eran compuestos fendlicos que iban incrementando hasta las 120 horas (5
dias) en donde se disminuy0 la produccion de dichos metabolitos, a diferencia de las
cepas del estudio que estuvieron cultivadas por 336 horas (14 dias) y fueron

fraccionadas solo en 3 polaridades.
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Porcentaje de inhibicion de la oxidacién de las fracciones de los extractos en carne de pollo mediante

TBARS
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Figura 3. Porcentaje de inhibicién de la oxidacion en las 37 fracciones de extractos de hongos filamentosos en la carne molida cruda de pollo. CTRL- = Control negativo, carne
de pollo sin tratamiento. CTRL DMSO= Control negativo, carne de pollo tratada con Dimetilsulfoxido. CTRL+= Control positivo, carne de pollo tratada con acido ascoérbico

disuelto en DMSO. ##% Fraccion de Hexano. ™ =Fraccién de Acetona. mm = Fraccion de Metanol. % inhibicion = 100 — (“bsf"—xmo

) donde abs f. Eses la diferencia entre
abs ctl

la absorbancia final y la inicial.
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Citotoxicidad de fracciones de extractos organicos de hongos filamentosos en
fibroblastos

La citotoxicidad de las fracciones de hexano, acetona y metanol fue medida en una
suspension celular de 8000 células por cada 200uL. Las fracciones evaluadas
presentaron una viabilidad celular <80%, excepto las fracciones de hexano de las cepas
127,y 58 que presentaron una viabilidad del 100 y 93% respectivamente (Figura 4). A
comparacion del compuesto Ter butil hidro quinona (TBHQ) (antioxidante comercial)

gue a concentraciones similares puede ser citotoxica®.

Citotoxicidad de las fracciones de los extractos fungicos en

fibroblastos (%)
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Figura 4. Citotoxicidad en fibroblastos de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™), expuestos a las fracciones
de extractos de hongos filamentosos (10uL de fraccion, a una concentracion 200mg/mL) a las 24h. CTRL
DMSO= 8,000 células + 10uL de DMSO.

Identificacién taxonémica de las cepas de hongos filamentosos productoras de
compuestos con actividad antioxidante
Se identificaron 4 géneros: Eudarluca (cepa 127), Aspergillus (cepa 304), Fusarium

(cepa 10) y Penicillium (cepa 2y 118) (Tabla 1).
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Tabla 1. Descripcion morfoldgica e identificacion taxondmica de cepas de hongos
filamentosos

Cepa

Género/especie

Descripcion morfolégica

Evidencia fotografica

02

Penicillium

Colonia blanca a grisacea, algodonosa,
granular, umbilicada y de orilla ondulada y
en ocasiones verdosa.

Hifa septada, sin conexidn tipo clamp, las
esporas se forman en la parte apical de las
fialdes la conidia es hialina, seca y bien
desarrollada (los conidios estan
densamente peniciliados)

10

Fusarium

Colonia blanca, circular, plana, con margen
rosado y dentada.

Hifa septada, sin conexidn tipo clamp, las
esporas formadas en fialides, que estan en
conidios, la conidia esta formada por 2
células, los macroconidios estan en forma
ovalada y de luna.

)
=
‘\

»

-
>

p
%
L)

,
A

118

Penicillium

Colonias aisladas blancas, circulares,
planas, enteras y con difuminacion de
pigmento rojizo.

Hifa septada sin conexion tipo clamp, y que
forma conidio que a su vez forma esporas
en sus fialides, la conidia formada por una
sola celula, no hialina y no globosa, los
conidioforos estan pobremente
desarrollados, hialinos y secos y con forma
penicilada.

-
-

127

Eudarluca

Micelio aéreo algodonoso, gris, con
periferia blanca ondulada y elevacion
convexa.

Hifa septada, sin conexién tipo clamp, las
esporas se encuentran dentro de la hifa
(ascosporas), sin ascocarp y con esporas
fragmentadas en 2, con Asci unitunicado
con 2 celdas hialinas.

304

Aspergillus

Colonias aisladas y puntiforme, convexa y
dentada, color blanca y posterior de 7 dias
grisacea.

Hifa septada, sin conexion clamp,
conformacion de esporas en conidios
(deuteromycete), los conidios en forma de
phialospora, formados en una sola
estructura por hifa, las células apicales se
encuentran infladas, y con gran nimero de
fialides
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7.1.8 Conclusiones

Derivado de la evaluacion de la actividad antioxidante de 99 de cepas de hongos
filamentosos aislados en el estado de México, 14 extractos presentan compuestos que
determinan actividad antioxidante en la prueba de pirogalol, de los cuales 4 fracciones
destacaron teniendo actividad antioxidante en la prueba con carne de pollo, recalcando
la fraccion de hexano de la cepa 127 y de la cepa 58 por su baja citotoxicidad los
géneros de hongos filamentosos que se les atribuye la actividad antioxidante son
Aspergillus, Eudarluca, Penicillium y Fusarium, La identificacion molecular de los
hongos, asi como la identificacion de los compuestos contenidos en los extractos nos
permitiria enriquecer los resultados para la posible aplicacion de los extractos como

aditivos alimentarios.
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8. DISCUSION

La busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes es necesaria para poder brindar
alternativas a la industria alimentaria. Los hongos filamentosos son organismos que
producen una gran variedad de proteinas, metabolitos secundarios, péptidos y enzimas
gue tienen posibles aplicaciones para la industria y la ciencia®>°%. De acuerdo a Yadav
et al (2015)%, se encuentran aproximadamente 8600 compuestos terapéuticos
obtenidos de hongos con aplicaciones industriales, entre estos compuestos se pueden
encontrar fenoles y poli fenoles®368, se ha encontrado una correlacién entre la cantidad
de fenoles y la actividad antioxidante. Yadav et al. (2014)%, encontraron vy
correlacionaron la actividad antioxidante de los compuestos obtenidos de hongos
enddfitos de Eugenia jambolana con la cantidad de fenoles, obteniendo que el hongo
Aspergillus sp. produce compuestos fendlicos y flavonoides con los que obtuvieron un
80% de inhibicion, que es mayor al reportado por la cepa Aspergillus sp. (304) del
presente proyecto. Prihantini y Tachibana (2017)%3, concluyeron la presencia de
compuestos fendlicos mediante la utilizacion de rayos X y cristalografia en distintas
fracciones del extracto del hongo Pseudocercospora sp., enddéfito de Elaeocarpus
sylvestris, donde el extracto con mayor porcentaje de inhibicién fue del 64%, mediante
el ensayo de Bcaroteno, la diferente metodologia utilizada para detectar esta actividad,
puede influir en los porcentajes obtenidos®® El ensayo de la actividad antioxidante con
pirogalol fue disefiado por Marklund y Marklund“é, de acuerdo con Seok et al. (2014)%4,
el método del analisis esta basado principalmente en la inhibicién de la auto-oxidacion
del pirogalol y es catalizado por un radical stper oxido. Li (2012)** determind que es un
ensayo confiable, econémico y til para cualquier tipo de antioxidante, comparada con
las metodologias de DPPH y ABTS; sin embargo Zhang et al (2016)”® al hacer una
comparacién con otros métodos, destacdé que es un método en el cual se debe
considerar la estructura y propiedades del antioxidante. Este método ha sido utilizado
para medir la capacidad antioxidante de fluidos corporales, como el semen® y de
extractos obtenidos de la fermentacion de los polisacéaridos de la raiz de Panax ginsenr
con Lactobacillus plantarum. Chandra y Arora (2009)%? argumentan que una prueba
antioxidante no es suficiente para evaluar la capacidad antioxidante total, por ello se
realizd una prueba de TBARS, basada la deteccion de malondialdehido (MDA), esta
prueba es efectiva para la determinacion de productos derivados de la oxidacion de los
lipidos, es precisa, sensible y la espectrofotometria lo convierte en una determinacion

cuantitativa del MDA*. Esta prueba se utilizado para medir la capacidad antioxidante
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del aceite de orégano en carne de pollo® y del extracto acuoso de Enterococcus
faecium en aceite de oliva extra virgen®” . De acuerdo a Ahsan et al. (2017)® esta
prueba es util para la determinacion de la actividad antioxidante en carne.

Los porcentajes de inhibicion de la oxidacion del pirogalol obtenidos en este proyecto
(96%) son similares a lo reportados por Sharma et al. (2018)2°, 80% (fraccién de acetato
de etilo) de Aspergillus sp. que utilizé el reactivo DPPH; Sugiharto et al. 2016, 90%,
(extractos metandlicos) de Acremonium charticola; Hameed et al. (2017)%, 65%
(fracciones etandlicas y acuosas) de Mucor circinelloides mediante Bcaroteno ABTS,
FRAP; Murthy et al. (2010)"* reportaron la actividad antioxidante de los extractos
metandlicos de Fusarium, Mucor, Aspergillus y Penicilium aislados de Lobelia
nicotianifolia donde usaron concentraciones de 160, 240, 220, 320 hasta llegar a los
800ug para obtener un porcentaje de inhibicibn mayores a 80%; (concentraciones
mayores a las utilizadas en este estudio); Schmidt et al. (2014)%7, reportaron la actividad
antioxidante del hongo Rizhopus oryzae, monitoreando su tiempo de fermentacion,
utilizaron metanol para obtener el extracto e hicieron lavados con hexano para purificar
los compuestos antioxidantes que en su mayoria eran compuestos fenélicos que iban
incrementando hasta las 120 horas (5 dias) en donde se disminuy6 la produccion de
dichos metabolitos, a diferencia de las cepas del estudio que estuvieron cultivadas por
336 horas (14 dias); Daljit et al. (2010)72 reportaron actividad antioxidante de 82% de
extractos provenientes de Aspergillus, sin embargo utilizé6 caldo Czapek dox, y lo
mantuvo en incubacion por 10 dias a 25°C a diferencia de las condiciones en las que
fueron cultivados los hongos (26°C durante 14 dias en condiciones de oscuridad y sin
agitacion). Los diferentes porcentajes de la actividad antioxidante pueden variar debido
a la cantidad y funcionalidad de los compuestos antioxidantes producidos por los
hongos ademas estan directamente relacionados con las condiciones de la obtencion
del extracto®: incubacion, temperatura, PH, condiciones de luz y sustrato. Asimismo de
los disolventes utilizados para la obtencion del extracto, entre ellos destaca el acetato
de etilo del cual se obtiene el mejor rendimiento para la extraccion de fenoles de bajo y
alto peso molecular, seguido por el cloroformo y butanol”3.

Las cepas de Aspergillus reportadas por Li y Wang (2017)% tuvieron un contenido de
polifenoles mayor al 60% lo que atribuye su actividad antioxidante, por ejemplo el
A.Carbunarus y A.niger tuvieron un porcentaje de radical scavening (inhibicion de la
oxidacion) del 60%, que es mayor que los obtenidos por la fraccién de metanol de la

cepa Aspergillus sp. (304) que tuvo un 46.8% en la prueba de TBARS en las mismas.
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Respecto a la toxicidad, los valores de viabilidad celular encontrados en las fracciones
de hexano de las cepas 127 y 58 sugieren una baja citotoxicidad, en una concentracion
de 200mg/ml, a concentraciones similares, Naoi et al. (2009)°!, determinaron que el

antioxidante comercial TBHQ puede ser citotoxica.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Se reactivaron un total de 99 cepas y se obtuvieron sus extractos organicos.

Un total de 25 extractos crudos inhibieron la oxidacion del pirogalol en mas del
6%, mas de 10 extractos en méas del 30%.

Se obtuvieron 39 fracciones: 14 de Hexano, 14 de Acetona y 11 de Metanol, de
los cuales 28 fracciones presentaron inhibicion de la oxidacién en mas del 32%.

Las fracciones de hexano (cepas 57, 58,127); de acetona (cepas 10, 58, 118,
304) y metanol (cepas 14, 58, 304) fueron las mas activas en carne de pollo

(TBARS) con una inhibicién de la oxidacion >40%.

Las fracciones de hexano de las cepas 58 y 127 no presentaron toxicidad en
fibroblastos de ratén NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) con una viabilidad celular
>92% (200 mg/mL).

Las fracciones flngicas que presentaron actividad antioxidante pertenecen a los
géneros Fusarium (10), Penicillium (118", Eudarluca (127) y Aspergillus (304),

las cepas 14, 57 y 58 pertenecen a cepas fungicas con micelio estéril.
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9.1 Limitaciones

Aunque la actividad antioxidante de los extractos y fracciones fungicas es concluyente,
se desconoce cudles son los posibles mecanismos de accion implicados que generan

esta actividad.

9.2 Recomendaciones

Es necesario continuar con esta investigacion utilizando técnicas especificas que
determinen cuales son los compuestos o moléculas presentes en los extractos

organicos de hongos filamentosos que proporcionan la actividad antioxidante.
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