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Resumen

Se estima que en México el 37% de los alimentos que se producen al afio son desperdiciados,
porcentaje mayor al promedio mundial que es del 30%. Una forma de disminuir la pérdida y
desperdicio de alimentos es mediante la adicion de aditivos alimentarios, como los
antioxidantes; que son sustancias que inhiben o evitan las reacciones de oxidacion, ya que estan
involucrados en los procesos de Oxido reduccion. Los antioxidantes pueden ser de origen
natural como polifenoles, vitaminas y minerales o creados a partir de procesos quimicos
(sintéticos), como el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) vy el
terbutilhidroquinona (TBHQ). Los antioxidantes sintéticos pueden generar potenciales dafios a
la salud, por lo que es necesario buscar fuentes de antioxidantes de origen natural, que
presenten menos efectos adversos a la salud humana. Actualmente se ha encontrado que
diversas especies de hongos microscopicos producen compuestos antioxidantes, los cuales
representan una fuente de metabolitos con alto potencial biotecnoldgico. El objetivo de este
estudio es identificar los compuestos con actividad antioxidante de hongos microscopicos
nativos del estado de México, previamente aislados, que inhibieron la oxidacion > 80% in vitro
mediante la determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD). Métodos: En el
laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de México se reactivaron ocho cepas fungicas: 04, 14, 22,
75, 95, 112, 118, y 126, se obtuvo su extracto crudo y peso seco mediante acetato de etilo.
Resultados: Debido a la pandemia y confinamiento causado por SARS-CoV-2 no se pudo
continuar con la investigacion presencial en el laboratorio, para dar continuidad al proyecto de
investigacion original, se realiz6 una investigacion exhaustiva sobre la informacion de los
antioxidantes  sintéticos  butilhidroxianisol  (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) vy

terbutilhidroquinona (TBHQ) presentes en los alimentos envasados o enlatados en México.



Summary

It is estimated that in Mexico 37% of the food produced per year is wasted, a percentage higher
than the world average of 30%. One way to decrease food loss and waste is by adding food
additives, such as antioxidants; which are substances that inhibit or prevent oxidation reactions,
since they are involved in the oxide reduction processes. Antioxidants can be of natural origin
such as polyphenols, vitamins and minerals or created from chemical processes (synthetic),
such as butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT) and tert-butylhydroquinone
(TBHQ), synthetic antioxidants can cause possible damage to health, so it is necessary to look
for sources of antioxidants of natural origin, which have fewer adverse effects on human health.
Currently, it has been found that various species of microscopic fungi produce antioxidant
compounds, which represent a source of metabolites with high biotechnological potential. The
objective of this study is to identify compounds with antioxidant activity from microscopic
fungi native to the state of Mexico, previously isolated, that inhibited oxidation > 80% in vitro
by determining superoxide dismutase (SOD) activity. Methods: In the Laboratory of Medical
and Environmental Microbiology of the Faculty of Medicine of the Autonomous University of
the State of Mexico, eight fungal strains were reactivated: 04, 14, 22, 75, 95, 112, 118, and 126,
their extract was obtained crude and dry weight by ethyl acetate. Results: Due to the pandemic
and confinement caused by SARS-CoV-2, it was not possible to continue with the face-to-face
research in the laboratory, to give continuity, an exhaustive investigation was carried out on the
information of the synthetic antioxidants butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene
(BHT) and tert-butylhydroquinone (TBHQ) present in packaged or canned foods in Mexico.



1. Antecedentes
1.1 Aditivos alimentarios
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2019),
informo que, en el afio 2011 a nivel mundial, aproximadamente el 30% de los alimentos se
pierden o desperdician cada afio; en México el 37% de los alimentos que se producen son
desperdiciados, los principales factores causantes de esta perdida son un inadecuado suministro
y almacenamiento (Gustavsson et al, 2011; Secretaria de Desarrollo Social, 2013). Los aditivos
alimentarios son sustancias no consumidas normalmente como ingrediente basico en los
alimentos, pueden aportar o carecer de valor nutritivo y su adicion es con fines tecnolégicos en
los diferentes procesos de elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado,

transporte o almacenamiento (FAQ, 2018).

1.2 Antioxidantes
Los antioxidantes se definen como compuestos que eliminan las especies reactivas, en su mayoria

las del oxigeno, son capaces de retardar o prevenir el proceso de oxidacion de otras moléculas,
disminuyendo el efecto perjudicial del estrés oxidativo (Salehi et al., 2018; Sugiharto, 2019).
Cualquier especie quimica con la capacidad de encontrarse de manera independiente y presentar
uno o mas electrones no apareados en su estructura, siendo altamente reactiva, es denominada
radical libre o especie reactiva. Aunque los radicales libres son necesarios en bajas
concentraciones para el buen funcionamiento celular, un exceso puede ser toxico provocando
dafio oxidativo de macromoléculas, también pueden participar en enfermedades como el cancer,
diabetes, patologias cardiovasculares, patologias gastroentéricas, procesos reumaticos, afecciones
broncopulmonares y procesos neurodegenerativos (Leos-Rivaset al., 2016). Existen antioxidantes
de naturaleza enddgena y exdgena, los organismos vivos mantienen sistemas complejos de
antioxidantes enddgenos celulares, enzimaticos y no enzimaticos, como el glutation o las enzimas
que produce el propio organismo, con la finalidad de mantener las especies reactivas en
concentraciones no toxicas (Salehi et al., 2018; Staerck etal., 2017). Incorporar compuestos
antioxidantes de fuentes vegetales naturales en la dieta diaria, puede favorecer la solucion a
varios problemas de salud; se ha demostrado que los flavonoides y fenoles son causantes de la
actividad antioxidante de los compuestos naturales, ademas, los metales traza como cobre, zinc,
magnesio, manganeso y selenio, que desempefian una funcion significativa en el sistema
antioxidante (Arulselvan et al., 2016). De acuerdo con el Codex alimentarius emitido por la
comision subsidiaria de la FAO y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
encuentran reconocidos mas de 20 aditivos alimentarios utilizados como antioxidantes en
alimentos (FAO, 2018) (tabla 1).



Tabla 1. Aditivos alimentarios utilizados como antioxidantes reconocidos en el Codex
alimentarius.

Aditivo Etiqueta de identificacion
Acido ascorbico E300
Acido citrico E330
Acido eritorbico E315
Acido fosférico E338
Acido tartarico E334
Ascorbato de calcio E302
Ascorbato de sodio E301
Butilhidroxianisol E320
Butilhidroxitolueno E321
Citrato de estearilo E484
Citrato de isopropilo E384
Eritorbato de sodio o isoescorbato de sodio E316
Esteres de ascorbilo E304 I, 11
Etilen diamino tetra acetatos (EDTA) E385
Galato de propilo E310
Lactato de potasio E326
Lactato de sodio E325
Lecitina E322
Oxido nitroso E942
Resina de guayaco E314
Sulfitos E150b
E150d
E221
E222
E223
E224
E225
E226
E227
E228
Terbutilhidroquinona E319
Tiodipropionatos E389
E390
Tocoferoles E306
E307
E308
E309

Informacién obtenida de: FAO. Norma general para los aditivos alimentarios. https://www.fao.org/fao-who
codexalimentarius/shproxy/en/?Ink=1&url=https%253A%252F%252Fworkspace.fao.org%252Fsites%252Fcode x
%252FStandards%252FCXS%2B192-1995%252FCXS_192s.pdf (Acceso: 11 octubre 2021).


https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/shproxy/en/?lnk=1&url=https%253A%252F%252Fworkspace.fao.org%252Fsites%252Fcodex%252FStandards%252FCXS%2B192-1995%252FCXS_192s.pdf
https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/shproxy/en/?lnk=1&url=https%253A%252F%252Fworkspace.fao.org%252Fsites%252Fcodex%252FStandards%252FCXS%2B192-1995%252FCXS_192s.pdf
https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/shproxy/en/?lnk=1&url=https%253A%252F%252Fworkspace.fao.org%252Fsites%252Fcodex%252FStandards%252FCXS%2B192-1995%252FCXS_192s.pdf

Las principales fuentes de antioxidantes exdgenos naturales son plantas, vegetales, frutas y
flores; sin embargo, su produccion comercial para la obtencidén de antioxidantes de origen
natural puede aumentar la competencia alimentaria a nivel mundial, como una alternativa, la
utilizacion de fuentes no tradicionales como los microorganismos resulta promisoria (Hameed
etal., 2017).

1.2.1 Mecanismos de accion antioxidante
De acuerdo con Carocho et al. (2017), los mecanismos de accién de los antioxidantes
actlian de las siguientes formas:

e Secuestro de radicales libres del medio

e Quelacién de iones metalicos

e Inhibicién de enzimas productoras de radicales libres

e Activacion de enzimas de antioxidantes enddgenos

e Prevencion de la peroxidacion lipidica

e Prevencién de dafios al ADN

e Prevencidn de la modificacion de proteinas y la destruccion de azlcares

1.2.2 Clasificacion de antioxidantes
Para Flieger et al. (2021), los antioxidantes pueden clasificarse como se muestra en la figura 1.

Antioxidantes
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Exdzenos Endégenos

Enzimaticos Mo-enzimaticos

Siztemas de
defensa
secundaria

Sistemas de
defenza primaria

Proteinas de Bajo peso
unidn a metales maolecular
1
[ ]
Hidrofilicos Lipofilicos

Figura 1. Clasificacion de antioxidantes.



Por su parte, para Salehi et al. (2018), también pueden ser clasificados con base en su origen,

funciones y propiedades como:

e Antioxidantes solubles en agua (&cido ascorbico, glutation y acido Urico)
e Antioxidantes solubles en lipidos (vitamina E, vitamina A y resveratrol)
e Antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa y glutation peroxidasa)

e Antioxidantes no enzimaticos (albumina, acido ascorbico, vitamina E)

1.2.3 Antioxidantes en alimentos

La oxidacion, formacion de radicales libres y reacciones de eliminacion de radicales libres, no
solo ocurren en el cuerpo humano; también estan presentes en todos los organismos vivos y
sistemas biologicos. Los antioxidantes alimentarios agregados a los alimentos, tienen la misma
funcion que los antioxidantes enddgenos del cuerpo humano, proteger a los alimentos de la
oxidacion, conservando sus propiedades organolépticas, como la textura, olor y sabor, ademas
de aportar seguridad de consumo (Carocho et al., 2017). La peroxidacién y rancidez son los
tipos mas comunes de oxidacion que ocurren en los alimentos mientras se almacenan, los
antioxidantes son adicionados con la finalidad de prevenir la rancidez causada por la
peroxidacién lipidica (Carocho et al., 2017), como en el caso de los alimentos con alto

contenido de grasas, como las carnes.

1.2.4 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son compuestos derivados de plantas y otros organismos Vvivos
(Ramana et al., 2018), como las vitaminas, polifenoles y carotenoides que son las moléculas
con mayor poder antioxidante (Carocho et al., 2014). La vitamina C (&cido ascorbico) y la
vitamina E (tocoferol) son las més utilizadas como aditivos alimentarios. El &cido ascorbico al
absorber oxigeno en los alimentos y oxidarse a si mismo en acido deshidroascorbico, reduce el
oxigeno disponible, por lo tanto, se conserva el alimento. La vitamina E ejerce su actividad
especialmente contra la peroxidacion y rancidez de lipidos al formar radicales tocoferoxilos,
donando su hidrogeno fendlico a los radicales peroxilo, a pesar de ser también radicales, no
reaccionan y no pueden continuar la reaccion oxidativa en cadena.

Los polifenoles pueden eliminar radicales, quelar metales, apagar atomos de oxigeno y actuar
como posibles donantes de iones o hidrégeno, de los aproximadamente 8000 polifenoles
descritos, estos se dividen en 8 grupos: acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
cumarinas, lignanos, chalcones, flavonoides, ligninas y xantonas. Algunos polifenoles exhiben

una notoria actividad



antioxidante como compuestos puros incorporados en los alimentos, mientras que otros
dependen de la sinergia para llevar a cabo los efectos protectores. El licopeno y los oy B -

carotenos son parte de los carotenoides y éstos son los mas importantes (Carocho et al., 2014).

1.2.5 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos (ANSI), son compuestos sintetizados quimicamente, ya que no se
encuentran en la naturaleza, se agregan a los alimentos como conservantes para ayudar a
prevenir la oxidacion de lipidos. Los ANSI, son comUnmente utilizados por la industria
alimentaria a nivel mundial (Atta et al., 2017), como son el butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroquinona (TBHQ), galato de propilo, galato de octilo,
galato de dodecilo y etileno diamina tetra acetato (Atta et al., 2017). No obstante, a pesar de
que la utilidad y eficacia de los ANSI adicionados a los alimentos por la industria esta
comprobada, se encuentra evidencia cientifica de que algunos pueden presentar efectos
adversos a la salud, como el cancer (Mahapatra y Parija, 2018). De acuerdo con Vandghanooni
et al. (2013), el BHA ocasiona fragmentacion significativa del ADN en células de carcinoma de
pulmoén (A549), ademas de inducir la muerte celular por apoptosis; Alofe et al. (2019),
informaron que el BHT reprimid la expresion basal de genes sensibles al estrogeno en células
de Ishikawa, por su parte Karimi et al. (2019) reportaron que el TBHQ estimula la citotoxicidad

e induce apoptosis temprana en las células endoteliales de la vena umbilical humana.

1.3 Los hongos

Los hongos son un grupo taxonomico diverso y abundante en el planeta, son organismos
heterotrofos, carentes de clorofila, hojas y raices, se reproducen mediante esporas, se
desarrollan sobre materia organica y obtienen su alimento de plantas y animales vivos o
muertos. Son esenciales para el reciclamiento de plantas y animales en el ambiente (Sugiharto,
2019). Hasta el afio 2019, los hongos completamente descritos representaron sélo el 7% de su
diversidad (Wu et al., 2019), la cual es estimada conservadoramente en 1.5 millones de

especies (Hawksworth, 1991).

1.3.1 Hongos microscopicos
Los hongos pueden presentarse como levaduras (unicelulares) o mohos (multicelulares) (Baron,
1996). Los mohos se caracterizan por formar filamentos multicelulares denominados hifas, que

junto con las esporas son importantes en la reproduccion y propagacion. Las hifas se extienden



y ramifican como una red que se denomina micelio, el cual es visible a simple vista, el micelio
se extiende para buscar, explotar y translocar los nutrientes disponibles, en general las hifas de
crecimiento apical tienen un diametro de 1-30 um o mas, dependiendo de la especie y
condiciones de crecimiento (Sugiharto, 2019). Todos los hongos que crecen aerébicamente son
expuestos a aniones superoxido generados como un subproducto de la respiracion aerébica en
las mitocondrias. Los hongos ambientales estan expuestos a especies reactivas de oxigeno

generadas despues de la exposicion a la luz UV o a drogas/xenobioticos.

1.3.2 Antioxidantes producidos por hongos microscopicos

De acuerdo con Hameed et al. (2017), los avances en biotecnologia, microbiologia y genética
han permitido detectar e identificar de diversas especies de hongos que producen compuestos
con diversas capacidades biotecnoldgicas, como compuestos que presentan actividad
antioxidante (Cuadro 2). En respuesta al estrés oxidativo, las células fungicas reaccionan con
una amplia gama de estrategias de defensa y reparacion. Una respuesta muy caracterizada y
conservada implica la induccion de ARNmM que codifica proteinas de desintoxicacion y
reparacion del estrés oxidativo como catalasa (CAT1), glutation peroxidasa (GPX) y superoxido
dismutasa (SOD), asi como genes que codifican antioxidantes, genes que codifican
componentes de glutation/glutaredoxina (GSH1, TTR1) y tiorredoxina (TSA1, TRX1, TRR1),
(Brown et al., 2017).



Cuadro 2. Compuestos antioxidantes producidos por hongos

Determinacion o

Especie Compuesto antioxidante Deteccidn . e Referencias
identificacion
p-caroteno Espectrofotometria
Blakeslea trispora e DPPH?y ABTSP HPLC® Kaur et al. (2019)
h LC/MS'
[-caroteno
Mucor circinelloides OSSP S/ S/l Zhang et al. (2016)
Diversos compuestos, FRAP
Fusarium equiseti exopolisacaridos Elimin_acién de Cromatografia de,gases Prathyusha et al. (2018)
(mannoglucanos) radicales Espectroscopia
hidroxilos (OH)
Diversos compuestos, HPLC con deteccion de
Ophiocordyceps xuefengensis nucledsidos, nucleétidos y DPPH matriz de diodos Qin et al. (2018)
aminoéacidos Espectrometria de masas

Acido galico

OH
_om
$
s
OH

H/”w/
Acigg1 Eelglrjcl)g?ézico Anlisis de dcido p-
- . caroteno-linoleico Goncalves Tavares et al.
Penicillium flavigenum agon DPPHy ABTS Eolin-Ciocalteu (2018)
HO" 4 OJ\/\E:L HPLC'DADg

Acido cafeico

o]

HO_ . 4

N

=

OH

HO'



Pseudocercospora sp.

Acremonium charticola
Rhizopus oryzae

Aspergillus sp.

Vanilina

o

OH

Acido terreico

DPPH
! FRAP
Acido 6-metilsalicilico Ensayo de
blanqueo con
<;[”“/ caroteno
Fenoles
Taninos ABTS
Flavonoides
Fenoles DPPH

Analisis cristalografico de
rayos X

Folin-Ciocalteu
Folin-Denis
Espectrofotometria con
cloruro de aluminio
Folin-Ciocalteu

Prihantini and Tachibana
(2017)

Sugiharto et al. (2016)

Khiralla et al. (2015)

10

a= 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. °= &cido 2, 2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolin-6 sulfénico. °= sin informacioén. = Ferric Reducing Antioxidant Power (Poder
antioxidante de reduccion férrica). ®= High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta resolucion). = Liquid Chromatography-Mass
Spectroscopy (cromatografia liquida-espectrometria de masas). 9= High-performance liquid chromatography with diode-array detection (cromatografia liquida de
alto rendimiento simple y confiable con deteccion de matriz de diodos).
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1.4 Antecedentes de la actividad antioxidante de compuestos de hongos microscépicos

En el laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM), se encuentran conservadas mas de 100
cepas fungicas, asiladas de diversos sitios del Estado de Mexico, que, mediante una
investigacion previa, se detectdé que 14 de ellas fueron capaces de producir compuestos con
actividad antioxidante mediante la determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD)

por medio de la oxidacion del pirogalol (Cuadro 5).

Cuadro 5. Numero de clave, porcentaje de inhibicion de la oxidacion e identificacién taxonomica
de las especies fungicas que presentaron actividad antioxidante mediante la determinacion de la
actividad superoxido dismutasa (SOD) por medio de la oxidacion del pirogalol.

% de inhibicién de la

Clave de cepa Genero taxondémico

oxidacion
02 46.3 Penicilium sp.
04 86.5 Aspergilus sp.
10 32.7 Fusarium sp.
14 97.5 Sin identificar
22 83.2 Sin identificar
57 65.5 Sin identificar
58 75.4 Sin identificar
59 79.2 Sin identificar
75 88.2 Sin identificar
95 92.3 Sin identificar
112 84.6 Sin identificar
118 96.1 Penicilium sp.
126 80.2 Sin identificar
127 79.1 Eudarluca sp.

Informacion obtenida de: Ayala-Cortés S. 2019. Determinacion de la actividad antioxidante de extractos de hongos
in vitro y en alimentos. Tesis de maestria. Universidad Autonoma del Estado de México.

1.5 Métodos analiticos en laboratorio

La clasificacion de los métodos analiticos normalmente se divide en dos; clasicos o
instrumentales. Los métodos clasicos aun son utilizados en el laboratorio, sin embargo, su
aplicacion general ha disminuido, al ser desplazados por los instrumentales. En los métodos
clasicos se usan los procesos de destilacion, extraccion o precipitacion, para el analisis
cualitativo, los componentes separados se tratan con distintos reactivos, permitiendo la

identificacion por su indice de refraccion, su actividad dptica, su color, su solubilidad, su olor,
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su temperatura de fusion o ebullicién; para los analisis cuantitativos, el analito se determinaba
por mediciones gravimétricas o volumétricas (Skoog et al., 2008). EIl contenido de fenoles
totales se determina mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu, que define que capacidad
presentan los polifenoles de reducir el Mo (VI) a Mo (V), el reactivo cambia de color (de
amarillo a un azul) (Ricco et al., 2015; Leos-Rivas et al., 2016); en el caso de los flavonoides,
se utilizan métodos basados en la formacion de complejos coloreados entre el grupo ceto de los
flavonoides y los hidroxilos fenolicos con el 2-aminoetil difenilborato o el tricloruro de
aluminio (Ricco et al., 2015). Algunos de los métodos instrumentales para purificar e
identificar productos naturales se observan en la Tabla 3.

Tabla 3. Métodos instrumentales usados para purificar e identificar productos naturales.

Propiedades caracteristicas Meétodos instrumentales

Espectroscopia de emisién (rayos X, UV, luz visible);
Emision de radiacion fluorescencia, fosforescencia y luminiscencia (rayos X, UV y

luz visible)

Espectrofotometria y fotometria (rayos X, UV, luz visible,
Absorcion de radiacion IR); espectroscopia foto acUstica; resonancia magnética

nuclear y espectroscopia de resonancia de espin electrénico

Dispersidn de radiacién Turbidimetria; nefelometria; espectroscopia Raman
Difraccion de radiacion Métodos de rayos X y difraccion electronica
Razon masa/carga Espectrometria de masas

Informacién obtenida de: Skoog, D. A., Holler, J. H., Nieman, T. A. “Principios de Andlisis Instrumental”, 6a
Edicidn. Cengage Learning. México, DF. 2008

Ademéas de los métodos instrumentales mencionados, se encuentra otro grupo de
procedimientos instrumentales utilizado en la separacion o resolucion de compuestos
relacionados estrechamente. Algunas técnicas estan basadas en la cromatografia, también en la
extraccion mediante disolventes o en la electroforesis y son complemento junto con los

métodos instrumentales anteriores (Skoog et al., 2008).

1.5.1 Ensayos para deteccion de antioxidantes
Las técnicas de deteccion de antioxidantes se dividen en técnicas de transferencia de atomos de
hidrogeno y transferencia de electrones individuales, las técnicas de transferencia de atomos de

hidrégeno funcionan detectando la capacidad que tiene un antioxidante de atrapar radicales
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libres mediante la donacion de hidrogeno; mientras que los de transferencia de electrones
individuales dependen de la capacidad reductora de transferencia de electrones de un
compuesto antioxidante frente a un radical libre (Prior et al., 2005). Se han desarrollado
diversos métodos de analisis quimicos y biologicos que permiten la deteccion de la capacidad
antioxidante total (TAC) en muestras de alimentos. Estos métodos se basan en diferentes
principios y aun se estan modificando, su objetivo basico es evaluar la capacidad antioxidante
(reductora) como propiedad general de los alimentos en condiciones similares a las del entorno
fisiologico (Bajerova et al., 2014). Por ejemplo, el método DPPH puede usarse para muestras
solidas o liquidas y no es especifico de ningin componente antioxidante en particular (Dureja
and Dhiman, 2012).

1.5.2 Técnicas de extraccion de antioxidantes

Las técnicas de extraccion tienen como objetivo no solo extraer los compuestos activos de la
muestra, sino también impartir selectividad y optimizar la sensibilidad de la metodologia
analitica aplicada debido al aumento de la concentracion del compuesto de interés, de acuerdo
con Pisoschi et al. (2016), las técnicas de extraccién de antioxidantes se pueden dividir en
convencionales (extraccion de Soxhlet, maceracion, infusiones) y no convencionales
(modernas), dentro de las técnicas no convencionales podemos encontrar:

e Micro extraccion en fase sélida: puede ser entendida como una columna capilar de
cromatografia de gases.

e Extraccién de liquido a presion: Implica ejercer una presion elevada sobre el disolvente
liquido restante por encima del punto de ebullicion. Cuando las temperaturas y
presiones estan elevadas, los rendimientos de la extraccion presentan una mejora debido
a que se presenta una solubilidad del analito mayor y una velocidad de transferencia de
masa, también por una baja tension superficial en los solventes y una disminucion de la

viscosidad.

1.5.3 Cromatografia

La cromatografia es un método mediante el cual ocurre una separacion de mezclas complejas
en todos sus componentes para su posterior caracterizacion. Estd compuesta por una fase mavil
(en la cual esta contenida una parte de la muestra) y una fase estacionaria. En cuanto a la fase
movil, ésta se moviliza por medio de la estacionaria que se encuentra dentro de una columna,

las diferencias en velocidades hacen que los componentes de la mezcla se localicen a lo largo
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de la columna y se separen en bandas (Skoog et al., 2008), en la Tabla 4 se pueden observar las

fases moviles cromatograficas usadas mas comdnmente.

Tabla 4. Fases moviles cromatograficas mas comunes

Disolvente indice de polaridad Punto de ebullicion °C
Ciclohexano .04 81
Hexano 0.1 69
Tolueno 2.4 110
Cloroformo 4.1 61
Etanol 4.3 78
Acetato de etilo 4.4 77
Metanol 5.1 65
Acetonitrilo 5.8 82
Etilenglicol 6.9 182
Agua 10.2 100

Informacion obtenida de: Skoog, D. A., Holler, J. H., Nieman, T. A. “Principios de Analisis Instrumental”,
6a Edicion. Cengage Learning. México, DF. 2008

El cromatograma es el resultado de la cromatografia, los picos que se encuentran en el eje que
representa el tiempo sirven para determinar los elementos que componen una muestra, mientras
que cada area que se encuentra debajo de los picos ayuda a determinar la cantidad de cada
componente, una medida cuantitativa. Un concepto importante es el denominado tiempo
muerto, que representa al tiempo necesario en el cual la especie que no es retenida alcanza el
detector (Skoog et al., 2008).

1.5.3.1 Tipos de cromatografia
Existen distintos tipos de cromatografia, aunque basicamente se pueden dividir en 2 grupos:

e La cromatografia de liquidos (HPLC por sus siglas en inglés High Performance Liquid
Chromatography), se lleva a cabo por medio de flujo presurizado, es sensible, se adapta
facilmente a las determinaciones cuantitativas exactas, es idénea para automatizacion,
presenta una ideal capacidad al separar especies termolabiles o no volatiles y es
aplicable a sustancias importantes en la industria. De acuerdo con Skoog et al. (2008),
existen diferentes tipos de HPLC: “cromatografia de reparto, cromatografia de
adsorcién o cromatografia liquido-solido, cromatografia de intercambio de iones o
cromatografia ionica, cromatografia de exclusién por tamafio, cromatografia por

afinidad y cromatografia quiral”.
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La cromatografia de gases: se divide en 2 tipos; la de gas-liquido y la de gas-solido; la
cromatografia gas-liquido se aplica en todos los campos de la ciencia. En algunos casos
puede ser acoplada en instrumentos espectroscopicos como los detectores de
espectrometria de masas que ademas de detectar la aparicion del analito también lo
identifican. La cromatografia de gases funciona para confirmar si existe 0 no un
componente en una mezcla, mientras se disponga de un patrén. La técnica principal
para separar e identificar especies en mezclas es la cromatografia de gases con
espectrometria de masas (CG/ME) (Skoog et al., 2008).
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2. Planteamiento del Problema

Actualmente en la industria alimentaria y la cocina doméstica, se encuentran presentes los
aditivos alimentarios, como los antioxidantes, que permiten aumentar la vida atil de los
alimentos y postergar su calidad en el mercado, disminuyendo asi pérdidas alimentarias y
econdmicas. Los antioxidantes utilizados en la industria son eficientes y de bajo costo, no
obstante, se ha encontrado evidencia in vitro de que pueden causar multiples alteraciones
celulares y metabdlicas. Debido a su potencial riesgo es necesario buscar alternativas de

antioxidantes de origen natural, que presenten menores riesgos de toxicidad en la salud.

Los hongos son un grupo taxonémico diverso con méas de 1.5 millones de especies, diversas
investigaciones han demostrado que los hongos microscopicos producen compuestos con
capacidad antioxidante in vitro, debido a su metabolismo secundario, esta caracteristica

presenta un potencial biotecnoldgico poco explorado.

En el Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de México, se conservan 14 cepas de hongos microscopicos,
aislados de diferentes sitios del Estado de México con bajo impacto antropogénico, que
presentan una notoria actividad antioxidante, sin embargo, no se conoce que compuestos

quimicos estan involucrados en la generacion de la actividad.

Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Qué tipos de compuestos con actividad antioxidantes se obtienen de hongos microscopicos

aislados en el Estado de México?
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3. Hipotesis:

Hipotesis alterna

Los compuestos antioxidantes obtenidos de hongos microscopicos aislados en el estado de
México son compuestos fendlicos.

Hipotesis nula

Los compuestos antioxidantes obtenidos de hongos microscépicos aislados en el estado de
México no son compuestos fendlicos.
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4. Objetivos:

General
Identificar los compuestos antioxidantes obtenidos de hongos microscopicos aislados en el
estado de México mediante métodos analiticos

Especificos
e Reactivar cepas flangicas, previamente evaluadas, que presentaron compuestos con
actividad antioxidante
e Obtener los extractos crudos de las cepas mediante el disolvente acetato de etilo
e Obtener el peso seco (mg) de los extractos fungicos

e Determinar el perfil quimico de los extractos con actividad antioxidante mediante
pruebas colorimétricas

¢ Identificar qué tipos de compuestos son los que presentan la actividad antioxidante

e Contribuir en el conocimiento de la biodiversidad de los hongos microscopicos
filamentosos asociados a restos vegetales del estado de México
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5. Justificacion:

En las proximas décadas se espera un incremento poblacional y con ello un mayor consumo de
alimentos, debido a esta situacion, reducir la pérdida y el desperdicio de los alimentos debe
convertirse en una prioridad global. Utilizar aditivos alimentarios es una estrategia para
prolongar o extender la vida util de los alimentos, conservando asi sus caracteristicas
organolépticas. Actualmente, los antioxidantes sintéticos utilizados por la industria alimentaria
pueden generar potenciales dafios a la salud. Por ello es necesaria la busqueda de fuentes
novedosas de antioxidantes de origen natural, cuyas estructuras tengan distintos sitios de accion
y menor toxicidad, que puedan ser aplicables a una gran variedad de alimentos.

Los hongos microscopicos producen una gran variedad de compuestos que han sido la base
para obtener importantes farmacos como antibiéticos, antifingicos, inmunosupresores y
anticancerigenos; adicionalmente se ha reportado que también producen compuestos
antioxidantes. Sin embargo, solo se ha descrito aproximadamente el 7% de las 1.5 millones de
especies. Es notable que en la mayoria de los estados de México no se tiene informacién sobre
los hongos microscopicos y su potencial biotecnoldgico. EI conocer qué tipo de compuestos
quimicos son los que presentan actividad antioxidante en alimentos, permitird proponer una

alternativa para disminuir la utilizacion de antioxidantes sintéticos.
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6. Material y Métodos:
6.1. Disefio de Estudio

Tipo de estudio

Observacional transversal prospectivo.

Universo
e 14 cepas fungicas aisladas en el estado de México que presentaron previa actividad
antioxidante mediante la determinacion de la actividad superoxido dismutasa (SOD),
reportadas en la tesis titulada “Determinacion de la actividad antioxidante de extractos

de hongos in vitro y en alimentos”.

Tamario de muestra

e Se seleccionaron 8 cepas con actividad antioxidante (> 80%), de cada cepa se obtendra
la fraccion de acetato de etilo y su peso seco.

6.2. Criterios de inclusion y eliminacion
Criterios inclusion:
e Cepas flngicas que se logren reactivar
e Cepas fangicas que presenten crecimiento de micelio

e Cepas flngicas que presentaron mas del 80% de inhibicién antioxidante

Criterios de eliminacion:
e Cepas de actinomicetos (con pseudo micelio)

e Cepas flngicas que presenten contaminacion con otro tipo de microorganismo.

6.3. Procedimientos

Se reactivaran las cepas flngicas que presentaron actividad antioxidante previa. Se cultivaran
en medios especificos para su Optimo crecimiento. Posteriormente se obtendra su extracto
crudo por medio de rota-evaporacion a presion reducida y se obtendra su peso seco. La fraccion
de cada cepa se re-suspendera y se trataran por distintos métodos analiticos, hasta obtener el

perfil cromatografico de los compuestos con actividad.
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6.4. Variables de Estudio

Independientes:

e Extracto fangico con actividad antioxidante

Dependientes:

e Perfil cromatografico

6.5 Recoleccion de datos

6.5.1 Reactivacion de cepas fungicas con actividad antioxidante

Se reactivaron las cepas previamente aisladas de la sierra de Nanchititla, Valle de Bravo y los
humedales de Lerma, que presentaron actividad antioxidante. Las cepas fueron inoculadas en
cajas Petri con agar Papa Dextrosa (PDA) Bioxon® se incubaron a 26° C durante 14 dias. En la
tabla 6, se presentan las cepas fangicas que presentaron actividad antioxidante (Inhibicién de
oxidacion >80%) mediante la determinacion de la actividad superoxido dismutasa (SOD) por

medio de la oxidacion del pirogalol.

Tabla 6. Cepas flngicas que presentaron actividad antioxidante mediante la determinacion de
la actividad superoxido dismutasa (SOD) por medio de la oxidacién del pirogalol.

Clave de cepa % de inhibicion de la oxidacién
02 46.3
004 85.6
10 32.7
14 97.5
22 83.2
57 65.5
58 75.4
59 79.2
75 88.2
95 92.3
112 84.6
118 96.1
126 80.2
127 79.1

Las filas remarcadas fueron las cepas seleccionadas (>80%).
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6.5.2 Obtencidn de extractos crudos fungicos en acetato de etilo (AcOEt)

Las cepas fungicas que previamente presentaron evidencia de la actividad antioxidante (> 80%)
se inocularon en 1000 mL de Caldo Papa Dextrosa (PDB) Bioxon®, se incubaron a 26°C
durante 14 dias, posteriormente el cultivo se filtré a través de papel filtro #5 Whatman®
previamente esterilizado. La fraccion acuosa se extrajo tres veces por particion liquido-liquido
(1:1) AcOEt (C4HgO2). Se agitd durante 1 minuto separando las fases; el disolvente se elimind
mediante rotaevaporacion a presion reducida (450pa) a 40°C, en un rotaevaporador Ika®
(Karmakar et al., 2013).

6.5.3 Determinacion de la actividad antioxidante

El método de eliminacion del radical DPPH se realizara de acuerdo con Gongalves Tavares et
al. (2018), con ligeras modificaciones. Los extractos diluidos en alcohol etilico se mantendrén
en obscuridad. Posteriormente 100 puL de cada dilucion de los extractos se transferiraal tubo
de ensayo y se agregaran 900 pL de la solucion de DPPH a una concentracion de 0.004%. El
control negativo seré el alcohol etilico y el antioxidante Trolox 0.05% el control positivo. Las
muestras se incubaran durante 30 min a temperatura ambiente (22-25 °C) en total ausencia de
luz. Las lecturas se realizaran utilizando un espectrofotometro a 517 nm. El experimento se

realizara por triplicado (Gongalves Tavares et al., 2018).

6.5.4 Determinacion del contenido total de fenoles

Los compuestos fendlicos totales se determinardn mediante el método Folin-Ciocalteu, de
acuerdo con Goncalves Tavares (2018), con ligeras modificaciones. Se mezclara un total de 0,5
ml del extracto fungico (5 mg/mL) diluido en alcohol etilico con 2,5 ml de solucién de Folin-
Ciocalteu al 10% (v/v) y 2 ml de solucion de carbonato de sodio al 4% (p/v). La mezcla se
homogeneizara y se dejara reposar durante 2 h, protegida de la luz. El espectrofotometro se
ajustara a una longitud de onda de 750 nm correspondiente al pico de absorcion de los 6xidos
de molibdeno y tungsteno. Para calibrar el espectrofotometro se utilizard4 una solucion blanco
compuesta por los reactivos y 0,5 mL de alcohol etilico. El contenido fendlico total se calculara
a partir de una ecuacion en linea recta de la curva estandar de acido galico, los resultados se
expresaran en mg de equivalente de acido galico (GAE) por gramos de extracto. El

experimento se realizara por triplicado (Gongalves Tavares et al., 2018).
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6.5.5 Determinacion del contenido total de flavonoides

El ensayo para el contenido de flavonoides en los extractos de hongos se realizara por el
método espectrofotométrico con cloruro de aluminio de acuerdo con Sugiharto et al. (2016) con
ligeras modificaciones. El extracto fangico (1 mL), el nitrito de sodio al 5% Yy el etanol al 30%
(10 mL) se mezclaran durante 5 minutos, posteriormente el cloruro de aluminio al 10% se
agregard y se mezclara por completo. Después de 6 minutos, se afiadira hidroxido de sodio 1
mol/L, la mezcla se diluird a 25 ml con etanol al 30% y se dejara reposar durante 10 minutos.
La absorbancia de la solucion se medira a 430 nm con un espectrofotometro. Se traza una curva

estandar usando quercetina, el ensayo se realizara por triplicado (Sugiharto et al., 2016).

6.5.6 Purificacion por cromatografia en capa fina
Se tomaran placas cromatogréaficas a diferentes concentraciones hasta purificar los compuestos

antioxidantes.

6.5.7 Cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM)

Los analisis por CG-EM se realizaran en un cromatografo de gases Agilent Tecnologies®
modelo 6890N Network GC system, acoplado a un detector masico Agilent Technologies®
modelo 5975B inter MSD controlado por una computadora HP. Se utilizara una columna Ultra
1 (fase estacionaria no polar, 100% dimetilpolisiloxano; 25 mL x 0.32 diametro interno). Helio
de ultra alta pureza se utilizard como gas acarreador, con flujo de 1.5 mL-minuto-1 o 1.2
mL-minuto™. Las rampas de temperatura que se utilizaran son las siguientes: Método A. T1 =
150 °C por 4 minutos, con gradiente de 10 °C-minuto y T2 = 280° C durante 20 minutos, con
un tiempo total de corrida de 37 minutos; Método B. T1 = 75 °C por 4 minutos, con gradiente
de 5 °C-minuto y T2 = 200° C durante 30 minutos, con un tiempo total de corrida de 59
minutos; Método C. T1 = 150 °C por 8 minutos™. Los resultados se compararan con las bases
de datos hasta obtener el nombre de los compuestos activos.



Operacionalizacion de variables

24

Variable

Definicién conceptual

Definicion operativa

Tipo de

variable

Escala de medicion

Analisis

Estadisticos

Extracto de hongos

Sustancia muy concentrada
que se obtiene de un hongo en
medios de cultivo especificos

por diversos procedimientos.

mg de extracto (en peso seco)

Cuantitativa

Continua

miligramos/mililitro

Estadisticos
descriptivos
ANOVA

Perfil Cromatografico

Método fisico de separacion en
el que los componentes a
separar se distribuyen entre
dos fases una movil y otra

inmovil.

Perfil obtenido después de procesar la
muestra del extracto flngico o su fraccion
enel CG-EM

Cualitativa

Nominal

Frecuencias
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6.6 Analisis Estadisticos

Se obtendran frecuencias para el perfil cromatogréafico, para la cantidad del extracto

antioxidante de las muestras se les realizard un anélisis de varianza de una via (ANOVA) con

una p de 0.05 con al software SPSS version 22.

6.7 Implicaciones bioéticas

Se tomaran en consideracion las siguientes Normas, Convenios o 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-065-SSA1-1993).

“Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental — Salud
Ambiental — Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos — Clasificacion y
especificaciones de manejo. Numeral 4. Clasificacion de los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos. Numeral 6. Manejo de residuos peligrosos biolégico-infecciosos”
(Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

“Convenio sobre la diversidad bioldgica de las Naciones Unidas, suscrito en Rio de
Janeiro en junio de 1992” (Declaracion de Rio sobre el Medio Ambiente y el
Desarrollo. - Google Search, 1972). Decision del Consejo 93/626/CEE. ElI Convenio
tiene tres objetivos:

o Uso sostenible de componentes de la diversidad biologica.

o Conservacion de la diversidad bioldgica.

o Reparto justo y equitativo de los beneficios derivados de la utilizacion de

recursos geneticos.

“Protocolo de Cartagena Sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la
diversidad biologica”. (2002/628/CE). Articulo 2. Disposiciones generales: Reducir los
riesgos para la diversidad bioldgica, teniendo también en cuenta los riesgos para la
salud humana (Bioldgica, 2000).
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Debido a la pandemia y confinamiento obligatorio por parte de las autoridades
mexicanas, ocasionado por el virus SARS-COV-2, no se pudo concluir el proceso

experimental en laboratorio.

Para dar continuidad al proyecto de tesis original, se realiz6 una investigacion
sobre la informacion del contenido de los antioxidantes sintéticos
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y terbutilhidroguinona
(TBHQ) en alimentos envasados y enlatados en México.

Basado en esta investigacion, se elabord un articulo de revision que fue enviado

parasometerlo a publicacion en una revista cientifica.
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Objetivo: El objetivo de esta revision es dar a conocer el estado de la informacion del consumo
de antioxidantes sintéticos en alimentos ultra-procesados en México, basandose en los
productos de la canasta basica. Metodologia: Se seleccionaron los alimentos, disponibles
envasados o enlatados, que comprenden la canasta basica mexicana, de tiendas de conveniencia
y misceléneas representativas de los 125 municipios del estado de México, se registrd la
informacion del contenido y concentracion de los antioxidantes sintéticos (AS)
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) vy terbutilhidroquinona (TBHQ),
posteriormente los alimentos se clasificaron bajo el sistema NOVA. Resultados: Se
encontraron 53 productos alimenticios derivados de la canasta bésica mexicana que son
comercializados envasados o enlatados, el 71% menciona el tipo de antioxidante utilizado y
solo el 18% la concentracion. De acuerdo con la clasificacion NOVA, mas del 73% de los
alimentos pertenecen a la clasificacion 4 de productos ultra-procesados, de los cuales solo 11
reportan el antioxidante sintético utilizado, ninguno menciona la concentracion. Limitaciones:
Se carece de informacion del contenido y concentracion del antioxidante utilizado en la
etiqueta de informacion nutricional. Conclusiones: Solo el 18% de los productos analizados
informa la concentracion del antioxidante sintético utilizado, consecuentemente la Ingestion
Diaria Admisible puede ser subestimada. Es necesario realizar mas investigaciones sobre la

exposicion dietética a AS en los mexicanos.



