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Resumen

Buscando una manera mas eficiente y segura de descontaminacion en los
alimentos, se ha estudiado en los Ultimos afos la accion antimicrobiana que ejercen
ciertos aceites esenciales sobre los microrganismos responsables del deterioro de
muchos alimentos. El objetivo principal de este trabajo fue determinar la
concentracion minima inhibitoria y evaluar el efecto fungicida de dos tipos de aceites
esenciales: el aceite de clavo (Syzygium aromaticum) y el aceite de arbol de té
(Melaleuca alternifolia). Para ello se llevo a cabo la inoculacion de Aspergillus flavus
en maiz criollo (Zea mays) y se inhibié empleando la técnica fase de vapor. De esta
forma, se expuso al hongo (A. flavus) por contacto indirecto haciendo uso del vapor
generado por los aceites esenciales a diferentes concentraciones. Se utilizd el
método de diluciones seriadas y vertido en placa para cuantificar la inhibicién, asi
como un método cualitativo de fluorescencia para la deteccion de aflatoxinas, los
resultados obtenidos se encuentran representados graficamente en curvas de
supervivencia de A. flavus, bajo condiciones ambientales generadas por las
diferentes concentraciones de aceite esencial. En conclusién, ambos aceites
esenciales presentan actividad antifungica por contacto indirecto, siendo 750 pl la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para ambos aceites esenciales contra A.

flavus inoculado en maiz criollo (Zea mays).



1. Introduccioén

En México, el maiz ocupa el primer puesto como el cultivo de mayor importancia en
términos de la extension de tierra destinada a su cultivo cada afio y su consumo por
persona. Las pérdidas en la produccion de este grano estadn estrechamente
relacionadas con su manejo durante la cosecha en el campo, el almacenamiento, el
transporte y el procesamiento tanto para el consumo humano como animal. Esto se
debe a que el maiz posee una microbiota especifica compuesta por bacterias,
insectos y hongos que pueden causar dafos en su calidad. Entre ellos, el género
fungico conocido como Aspergillus, en particular las especies A. flavus y A.
parasiticus, juegan un papel especialmente relevante debido a su capacidad de
producir aflatoxinas, las cuales son sustancias que, al ser ingeridas, pueden

desencadenar procesos cancerigenos (Martinez et al., 2013).

El impacto toxico de las aflatoxinas generadas por Aspergillus puede variar desde
ser carcinogénico, teratogénico o mutagénico, hasta la induccion de trastornos
hormonales o inmunosupresion. Este efecto depende de varios factores, tales como
el tipo de aflatoxina presente, la dosis, el tiempo de exposicion y el organismo
expuesto (Carvajal, 2013). El principal desafio radica en que las aflatoxinas tienen
la capacidad de acumularse, lo cual implica que, una vez que contaminan el grano
o cualquier otro producto agricola, ya sea en el campo o en las instalaciones de
almacenamiento, persisten incluso después de procesos como la digestion, la
coccion o la congelacion. Estas aflatoxinas son ingeridas por los seres humanos no
solo a través del consumo directo de granos, semillas o frutas, sino también
mediante productos derivados como la leche o la carne de animales que han sido

alimentados con alimentos contaminados (Requena et al., 2005).

El problema que se presenta abarca dos situaciones distintas pero
interrelacionadas, con implicaciones tanto econémicas como de salud publica. Por
un lado, los agricultores enfrentan pérdidas econémicas debido a la presencia de
productos contaminados, mientras que, por otro lado, existe un riesgo para la salud
de la poblacién al consumir alimentos contaminados, algunos de los cuales pueden

pasar desapercibidos a simple vista. Ambas situaciones plantean desafios que



requieren una atencion y accion en el ambito de la salud publica. En México, las
regulaciones actuales establecen limites permisibles uUnicamente para las
aflatoxinas en cereales y sus productos, dejando de lado la presencia de otras
micotoxinas. Con el fin de regular la presencia de aflatoxinas en cereales, se emitio
en 2008 la Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008. Esta norma establece un
limite maximo permitido de 20 ug/kg de aflatoxinas tanto para el consumo humano
como para el consumo animal. Ademas, brinda especificaciones sanitarias para el
transporte y almacenamiento de cereales, y establece un limite maximo de 12 ug/kg
de aflatoxinas en la harina de maiz nixtamalizado y la masa utilizada para la
elaboracion de tortillas (DOF, 2008).

Dado el creciente interés por los efectos perjudiciales que las plagas y sus
metabolitos, como las aflatoxinas, pueden tener en la salud humana, los cientificos
estan trabajando en encontrar métodos que sean a la vez econdmicos y sencillos
para descontaminar los alimentos, sin generar compuestos téxicos secundarios ni
alterar las caracteristicas nutricionales y organolépticas de los alimentos. El objetivo
es lograr una eliminacioén efectiva de estas plagas y sus productos secundarios de
manera segura y sin comprometer la calidad de los alimentos. En este contexto, se
ha propuesto un nuevo método conocido como eliminacion por contacto indirecto
en fase de vapor, aunque todavia se encuentra en una etapa inicial de evaluacion
en cuanto a la diversidad de microorganismos y aceites esenciales utilizados en
este proceso. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que los vapores
generados por los aceites esenciales poseen propiedades antimicrobianas, lo que
plantea la posibilidad de utilizarlos como agentes antifingicos mediante contacto
indirecto. Esta estrategia podria mitigar en mayor medida el impacto en las
caracteristicas sensoriales de los alimentos, asegurando al mismo tiempo la

inocuidad del producto (Martinez, 2013).

La investigacion sobre el uso de aceites esenciales ha adquirido una importancia
significativa como una forma de reemplazar los conservantes sintéticos por
opciones naturales. Sin embargo, existe una limitacion en cuanto a su eficacia como

agentes antimicrobianos cuando se utilizan directamente en forma liquida, ya que



en los alimentos suelen ser menos efectivos que en estudios in vitro. Como
resultado, se requieren concentraciones mas altas para lograr el mismo efecto, lo
que conlleva la desventaja de alterar los atributos sensoriales y la calidad del
alimento (Phillips et al., 2011). Por lo tanto, es crucial explorar otras alternativas de

aplicacién para asegurar la inocuidad de los alimentos.



2. Revisioén bibliografica

2.1 El maiz y su produccién

El maiz (Zea mays) es una planta graminea originaria de América, con un centro de
origen que se encuentra en América Central y México, y diversos centros de
diversidad a lo largo de la Cordillera de los Andes. El origen del maiz cultivado ha
sido objeto de diversas teorias, pero en general se acepta que las especies
silvestres han desempefiado un papel importante en su evolucion. Esta especie se
reproduce a través de semillas resultantes de la fecundaciéon cruzada de 6vulos
presentes en una inflorescencia femenina, conocida como espiga, que
generalmente es Unica y se encuentra en posicion axial. La fecundacion se lleva a
cabo mediante granos de polen producidos en una inflorescencia masculina llamada
panoja, que se ubica en la parte superior del tallo. La polinizacion se realiza a través
del viento (polinizacion anemdofila) y el porcentaje de autofecundacion es muy bajo.
El maiz es una de las plantas domesticadas mas antiguas y ha sido cultivado
durante muchos siglos por los pueblos indigenas de América, quienes lograron
mejoras genéticas significativas, desarrollando variedades de maiz con
caracteristicas amilaceas, dulces, duros y dentados. Este cultivo es uno de los
alimentos mas importantes para la poblacién de México y muchos mas (Rodriguez,
2018).

2.1.1 Produccion de maiz en México

En México, la produccion de maiz se divide en dos tipos principales: maiz blanco y
maiz amarillo. EI maiz blanco representa aproximadamente el 86.94% de la
produccion total y se destina principalmente al consumo humano. Por otro lado, el
maiz amarillo se utiliza principalmente en la industria y solo satisface alrededor del
24% de los requerimientos nacionales. Durante el periodo 2021/22, la oferta total de
maiz fue de 26 millones 355 mil toneladas. De esta cantidad, aproximadamente el
89% provino de la produccién nacional, mientras que el 8% provino de inventarios
y el 3% restante se importo; estos datos indican que la produccién nacional es la
principal fuente de suministro de maiz en México, lo que resalta la importancia de la

produccion interna para cubrir la demanda nacional. (SAGARPA, 2017).
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Figura 1 Evolucién mensual de la producciéon de maiz amarillo 2018-2022 (miles de
toneladas). Recuperado de: SIAP Escenario mensual de productos
agroalimentarios. Direccién de Analisis Estratégico, 19 de abril del 2023.

Segun los datos presentados en la Figura 1, durante el periodo comprendido entre
2021y 2022, se cosecharon un total de 62,328 hectareas de maiz, lo que resulté en
una produccion de 356,092 toneladas. Esto representa un aumento del 14.2% en
comparacion con el periodo anterior. Entre los principales productores de maiz se
encuentra el estado de Tamaulipas, que contribuyd con el 69% de la cosecha total.
Le sigue el estado de Sinaloa con un 24% y en tercer lugar se encuentra Chiapas,
aportando un 5%. Por otro lado, durante el mismo periodo, se cosecharon un total
de 1,000,000 hectareas de maiz blanco, lo que resulté en una produccién de 6.9
millones de toneladas. Sin embargo, esto representa una disminucion del 10.1% en
comparacion con el periodo anterior donde el estado de Sinaloa se destaca como
el mayor productor de maiz blanco, aportando el 75% de la cosecha total. Chiapas
y Oaxaca ocupan el segundo lugar, con un 2.6% de produccion cada uno (SIAP,
2022)

1. Importacién y exportacion del maiz.

Es importante considerar que las importaciones y exportaciones de maiz a lo largo
del afo estan sujetas a la disponibilidad y nivel de las cosechas nacionales. En el
caso del maiz amarillo, las importaciones provienen principalmente de Estados
Unidos, siendo este pais el proveedor principal. Sin embargo, también se adquiere

grano de otros paises, como Brasil, con un total de alrededor de 839 mil toneladas



anuales. Hasta julio de 2022, se han importado 78 mil toneladas de maiz amarillo
de Estados Unidos. Durante el periodo 2021/22, se acumularon un total de
13,000,373 toneladas importadas, lo que representa una disminucién del 1.1% en
comparacion con el periodo anterior. Las importaciones provienen de cuatro
naciones en total. Estados Unidos es el principal proveedor, contribuyendo con el
72.5% del total. Brasil representa el 24.6%, Argentina el 2.8%, y Francia también es
un proveedor en menor medida. En resumen: las importaciones y exportaciones de
maiz estan influenciadas por la disponibilidad de las cosechas nacionales. Estados
Unidos es el principal pais proveedor de maiz amarillo, seguido por Brasil. Sin
embargo, también se adquiere maiz de otros paises como Argentina y Francia,

aunque en menor proporcion. (SIAP, 2022).
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Figura 2 Evolucion mensual de las importaciones y exportaciones mexicanas de
maiz amarillo 2019-2022 (miles de toneladas). Recuperado de: SIAP Escenario
mensual de productos agroalimentarios. Direccion de Anélisis Estratégico, el 19 de
abril del 2023.

Segun el informe de mayo del World Corn Trade del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) para el ciclo 2022/23, se observa que las
exportaciones de maiz siguen siendo lideradas por Estados Unidos, con un total de
62 millones de toneladas. En segundo lugar se encuentra Brasil, con 46 millones
500 mil toneladas, lo que representa un aumento de 12.5 millones de toneladas en
comparacion con el ciclo anterior. Argentina ocupa el tercer puesto con 41 millones

de toneladas exportadas.



Por otro lado, los principales importadores de maiz son China, con 18 millones de
toneladas, lo cual representa una disminucién de 5 millones de toneladas en
comparacion con el ciclo anterior. México se sitta como el segundo mayor
importador, con 17 millones 700 mil toneladas. Japon sigue en tercer lugar con 15
millones 200 mil toneladas, y Vietnam en cuarto lugar con 12 millones de toneladas.
Estos datos muestran la dinamica del comercio mundial de maiz, con Estados
Unidos como el principal exportador y China y México como los mayores
importadores. Es importante tener en cuenta que esta informacion se basa en el
informe del USDA y puede estar sujeta a cambios a medida que se actualicen los

datos.

2.2 Aspergillus flavus
El género Aspergillus fue inicialmente descrito en 1729 por P. A. Micheli, quien

observo que la estructura conidial de este hongo se asemejaba a un "aspergillum”,
el instrumento utilizado para rociar agua bendita. Se trata de un hongo filamentoso,
compuesto por cadenas de células conocidas como hifas, a diferencia de las
levaduras, que consisten en una sola célula redonda. Taxondmicamente,
Aspergillus flavus se clasifica dentro del reino Fungi, la clase Eurotiomycetes, el
orden Eurotiales y la familia Trichocomaceae. Al cultivarse, este hongo forma
colonias de crecimiento rapido, que pueden alcanzar entre 3 y 5 dias. Inicialmente,
las colonias presentan un color blanco-amarillento, con una textura algodonosa,
pero a medida que pasa el tiempo, se vuelven pulverulentas y adquieren tonalidades

verdosas o verde-amarillentas (Rodriguez, 2018).

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas, se ha convertido en el hongo mas
ampliamente reportado en alimentos, lo que refleja su importancia tanto econémica
como sanitaria, asi como su presencia generalizada. Este hongo muestra una
afinidad particular por nueces, mani y maiz, siendo el mani la especie mas
comunmente aislada y el maiz la segunda (después de Fusarium moniliforme)
(Patriarca, 2004).

El género Aspergillus se encuentra naturalmente en el suelo, donde sobrevive y se

desarrolla en materia organica en descomposicion. Este género es uno de los mas



abundantes en la naturaleza y puede encontrarse en diversos ambientes. Se
reproduce mediante conidios, que germinan para formar hifas. Para su crecimiento
optimo, Aspergillus requiere de una humedad relativa entre el 70% y el 90%, un
contenido de agua en la semilla de entre el 15% y el 20%, y un amplio rango de

temperatura que va desde los 0°C hasta los 45°C (Klich, 2002).

Aspergillus flavus es un componente normal de la microflora del suelo en areas
tropicales, subtropicales y templadas, y sus esporas pueden ser transportadas por
el aire. Una caracteristica destacada de las especies de Aspergillus es su capacidad
para producir micotoxinas, en este caso, aflatoxinas. El contenido de agua y la
temperatura del grano son factores criticos que afectan la produccion de
micotoxinas (Bogantes et al., 2004). Es importante mencionar que la capacidad de
sintesis de aflatoxinas es caracteristica de cada cepa de Aspergillus, no de la
especie en general. Ademas de las aflatoxinas, A. flavus también produce ofra
toxina llamada acido ciclopiazonico. Los hongos del género Aspergillus también
pueden inhibir la germinacion de las semillas y causar cambios de color, aumento

de temperatura, moho, aglomeracion y pudricién (Martinez, 2013).

El género Aspergillus presenta un ciclo biolégico relativamente simple y una de sus
caracteristicas mas destacadas es su alta capacidad de esporulacion, lo que
conlleva a la generacion de concentraciones elevadas de esporas en el aire. Estas
esporas se producen en forma de conidiosporos, los cuales se forman en cadenas
a partir de células especializadas llamadas esterigmas o fialides. Los conidioforos,
por su parte, cuentan con una célula basal o célula pie bien diferenciada. El 6rgano
de reproduccion asexual de estos hongos se asemeja a un hisopo o aspersorio, de

ahi proviene el nombre "Aspergillus” (Medina, 2010).

La especie predominante asociada a la produccion de aflatoxinas es A. flavus, la
cual se divide en dos morfotipos conocidos como L y S (Martinez, 2013). Segun
Cotty (1989), los aislamientos del morfotipo L no producen o generan esclerocios
mayores a 400 ym, pero si producen grandes cantidades de conidios. Por otro lado,
los aislamientos del morfotipo S producen numerosos esclerocios con un diametro

menor a 400 um y pocos conidios. Los aislamientos del morfotipo L muestran una



variabilidad considerable en la produccion de aflatoxinas, con algunos aislamientos
siendo altamente toxigénicos y otros no toxigénicos. En contraste, los aislamientos
del morfotipo S producen concentraciones consistentemente altas de aflatoxinas,
llegando hasta 10,000 pg/kg.

2.3 Micotoxinas y Aflatoxinas

A partir de la década de 1960, se intensifico la investigacion sobre las micotoxinas
debido a una serie de casos de micotoxicosis en animales. El primer caso
documentado involucré la muerte de pavos que se habian alimentado con harina de
mani contaminada con hongos. En ese momento, la causa de la enfermedad era
desconocida, por lo que los investigadores del Tropical Products Institute de
Inglaterra la denominaron "Enfermedad X del pavo". Poco después, se registraron
pérdidas significativas en patos en Kenia debido a una enfermedad similar. Al mismo
tiempo, se informaron casos de carcinoma hepatocelular (CHC) en truchas arcoiris
de criaderos en Estados Unidos y Europa. Los analisis de los alimentos revelaron
que el hongo A. flavus era el responsable de la produccién de la toxina (Bogantes
et al., 2004).

El término "aflatoxina" se compone de la letra A, que corresponde a la inicial del
género Aspergillus; FLA, las iniciales de la especie flavus; y "toxina", que hace
referencia a un veneno. Sin embargo, las aflatoxinas son micotoxinas producidas
por cepas toxicas de los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Estas
micotoxinas son derivados difuranocumarinicos y su nomenclatura se basa en
cuatro estructuras: AFB+1, AFB2, AFG1y AFGa. Los subindices 1y 2 indican la mayor
movilidad de las AF1 en comparacion con las AF2 en una separacion cromatografica.
Entre las veinte aflatoxinas diferentes identificadas hasta ahora, solo las AFs B+, B2,
G1 y G2 se producen de forma natural en sustratos contaminados por Aspergillus
aflatoxigénicos. Las demas aflatoxinas (M1, M2, Pi1, Qi, aflatoxicol, etc.) son
productos metabdlicos de sistemas microbianos o animales. De todas las
aflatoxinas identificadas, la AFB1 es la mas comun y la mas téxica. Ademas,

mientras que las toxinas tipo B se forman a partir de la fusiéon de dos anillos (una



lactona y una ciclopentanona), las toxinas tipo G contienen un anillo lactona

fusionado en lugar del anillo ciclopentanona (Reategui et al., 2012).

Las cepas toxicogenas de Aspergillus flavus usulmente generan solo aflatoxinas de
tipo B1y B2, mientras que las cepas de Aspergillus parasiticus, producen aflatoxinas
B+, B2, G1 y G2. Experimentos realizados en animales han demostrado que las
aflatoxinas pueden producir toxicidad aguda y cronica: los efectos agudos incluyen
necrosis hepatica, nefritis, y congestion pulmonar y los crénicos incluyen dafo
celular, carcinogenicidad, teratogenicidad y mutagenicidad en modelos animales.
Biolégicamente, las aflatoxinas se comportan como inmunosupresores que inhiben
la fagocitosis e interrumpen la formacion del DNA, RNA y las proteinas en el

ribosoma (Martinez et al., 2013).

Inicialmente, el crecimiento del hongo Aspergillus flavus y su metabolismo primario
no generan cantidades significativas de aflatoxinas. Sin embargo, a medida que el
tiempo avanza y ciertos nutrientes, como el fosfato, el nitrégeno y algunos
elementos traza, se vuelven limitados, el crecimiento primario se ve reducido. Las
temperaturas de crecimiento adecuadas para este hongo son las siguientes: una
temperatura minima de 6-8 °C, una temperatura Optima de 36-38 °C y una
temperatura maxima de 44-46 °C. Sin embargo, para que se produzcan las
aflatoxinas, se requieren condiciones térmicas especificas, como una temperatura
minima de 12 °C, una temperatura 6ptima de 27-30 °C y una temperatura maxima
de 40-42 °C (Bogantes et al., 2004).
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Figura 3 Estructura quimica de las principales aflatoxinas: B1, B2, G1, G2 y M1
producidas por cepas toxigenas de A. flavus. Recuperado de: Martinez et al., (2019)
Aflatoxinas: incidencia, impactos en la salud, control y prevencion, el 14 de octubre
del 2022

La estructura basica de las aflatoxinas (Figura 3), consiste en un anillo dihidri-
difurano o tetrahidro-difurano unido a una cumarina con un anillo de cinco o seis
atomos de carbono. Hay alrededor de 20 diferentes tipos de AF, las mas importantes
por su alto potencial cancerigeno, mutageno y teratdgeno son: B1 (AFB1), B2
(AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFGz), entre otras. Sélo las mencionadas se sintetizan
naturalmente; las otras AF son hidroxilados producto del metabolismo animal o

microbiano (Bogantes, 2004).

2.3.1 Interaccion A. flavus — maiz
A pesar de que México es reconocido como el lugar de origen y diversidad del maiz,

no se ha realizado un analisis exhaustivo y consistente de esta diversidad para

identificar variedades genéticas mas tolerantes a la contaminacion por aflatoxinas.



Dado que el maiz es un alimento de importancia mundial, es fundamental
monitorear su calidad sanitaria en todas las etapas del cultivo, desde el uso de
semillas libres de patdgenos hasta la cosecha y el almacenamiento posterior. Es
relevante destacar que en México, la mayoria de los cultivos de maiz se llevan a
cabo en condiciones de temporal, que suelen ser deficientes y variables, lo que a
menudo resulta en la combinacion de estrés hidrico y altas temperaturas durante la
fase de reproduccién del maiz. Estas condiciones propician la infeccién por

Aspergillus en el campo, como sefialan Martinez y colaboradores en 2013.

Los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium son hongos comunmente
encontrados en el maiz, tanto en el campo como durante el almacenamiento, y
todos ellos tienen el potencial de producir micotoxinas. El crecimiento de Aspergillus
y la contaminacion de los productos alimenticios con aflatoxinas son el resultado de
la interaccion entre el hongo, el huésped y el entorno. Esta interaccion entre estos
factores determina la infestacion y la colonizacion del sustrato, asi como el tipo y la

cantidad de aflatoxinas que se producen. (Rodriguez, 2018).

La produccion de aflatoxinas es influenciada por una variedad de factores tanto en
el campo como en el almacenamiento. En el campo, la presencia de aflatoxinas
aumenta en situaciones de estrés hidrico, altas temperaturas y dafios causados por
insectos que infestan las mazorcas, como las especies de los géneros Heliothis y
Spodoptera. Ademas de esto, la incidencia de aflatoxinas se ve favorecida por el
ataque de plagas que se desarrollan en condiciones especificas, como la fecha y
densidad de siembra elevadas, asi como una alta presencia de malezas. En el
almacenamiento, las condiciones de temperatura y humedad elevadas, junto con la
falta de una adecuada ventilacion, y la presencia de in6culo primario proveniente
del campo, también desempefian un papel determinante en el aumento de la
sintesis de aflatoxinas en los granos de maiz (Martinez et al., 2013). Estos factores
combinados pueden contribuir al riesgo de contaminacion por aflatoxinas en la

cadena de produccion y almacenamiento de maiz.

En condiciones de alta temperatura y baja disponibilidad de agua, A. flavus se

vuelve altamente competitivo y puede convertirse en una de las especies



dominantes de hongos en el suelo. Durante periodos de estrés hidrico, las plantas
se convierten en la unica fuente de agua para el hongo, lo que resulta en ataques
mas severos en comparacion con los cultivos con riego, donde la contaminacioén
tiende a ser menor. Se cree que los conidios son el principal inéculo primario,
transportados desde el suelo y depositados en los estigmas o en granos dafiados
por el viento o insectos. El ciclo de la podredumbre de la espiga causada por
Aspergillus comienza con las esporas que sobreviven el invierno en cultivos,
especialmente en cereales o residuos de cultivos anteriores. Estas esporas son
transportadas por agentes abidticos como el viento y el impacto de gotas de lluvia,
asi como agentes bidticos como insectos y aves, hasta las espigas de maiz. Una
vez en las espigas, encuentran dos principales vias de entrada: los estigmas y las
heridas en los granos en desarrollo. La penetracion y colonizacién de los estigmas
ocurre principalmente después de la polinizacion y puede continuar hasta la
senescencia de los estigmas, dependiendo del patdégeno especifico. Una vez que
los estigmas estan infectados, las hifas pueden crecer a través de ellos y alcanzar
los granos. Por lo general, estos hongos no invaden los granos a través del
pericarpio sano, pero si hay dafios fisicos o heridas en las bracteas foliaceas,
algunos pocos granos pueden ser colonizados, y a partir de ellos, la infeccion puede

extenderse a toda la espiga (Rodriguez, 2018).

La actividad de agua, la temperatura y el tiempo son pardmetros criticos en la
produccion de aflatoxinas. Es dificil, estudiar por separado el efecto de estos
factores. La temperatura 6ptima, al igual que las temperaturas maxima y minima
que permiten el crecimiento del hongo y la produccion de micotoxinas, son
dependientes de la composicién y de las condiciones de humedad del sustrato. Es
la interaccién entre estos pardmetros y otros tales como disponibilidad de oxigeno
y nutrientes, lo que condiciona el desarrollo de los hongos y la formacion de toxinas
(Patriarca, 2004).

Segun Martinez (2014), las aflatoxinas tienen un impacto econémico significativo,
causando pérdidas en cultivos y animales. Segun la Organizacién de las Naciones

Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se estima que alrededor del 25%



de los cultivos en todo el mundo se ven afectados por micotoxinas, especialmente
las aflatoxinas. Esto ha llevado a la busqueda de nuevas variedades de plantas

resistentes y a la implementacion de politicas mejoradas en la industria alimentaria.

En México, se han establecido normativas para regular la incidencia de aflatoxinas
en cereales. En 2008, se emitid la Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008,
que establece el limite maximo permisible de aflatoxinas en cereales en 20 pg/kg,
tanto para el consumo humano como para el consumo animal. Ademas, esta norma
proporciona informacion sobre las especificaciones sanitarias para el transporte y
almacenamiento de cereales. En cuanto a la harina de maiz nixtamalizado y la masa
para tortillas, la norma establece un limite maximo de aflatoxinas de 12 ug/kg (NOM-
247-SSA1-2008). Estas regulaciones son importantes para garantizar la seguridad

alimentaria y reducir la exposicion a las aflatoxinas en México.

2.3.2 Modo de accion de las aflatoxinas

Una vez que la aflatoxina es absorbida en el intestino delgado, se transporta a través
de los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado a través de la
circulacion portal. En el higado, se metaboliza mediante enzimas oxidantes que la
convierten en metabolitos, algunos de los cuales son altamente reactivos y tienen
la capacidad de unirse de manera covalente a centros nucleofilicos de
macromoléculas celulares como el ADN, ARN vy proteinas. Esto representa un

riesgo biologico para la célula (Bolet et al., 2005).

Guzman-de Pefia (2007) sefala que las aflatoxinas se forman mediante la
condensacion de la acetil-coenzima A y la malonil-coenzima A, lo cual da lugar a la
acetil-S coenzima A, que es la molécula inicial de la AFB+. En la via biosintética, la
formacion de la versicolorina A es especialmente relevante, ya que es la primera
molécula en la ruta hacia la AFB1 y contiene un doble enlace en la posicion 8,9 de
la molécula de bis-furano. Este doble enlace es el objetivo de activacion de una
molécula altamente reactiva. Durante la sintesis, se llevan a cabo al menos 23
reacciones enzimaticas y se producen 15 intermediarios. A nivel molecular, estan

implicados 25 genes en los pasos de interconversion, los cuales han sido



secuenciados y confirmados mediante la interrupcion génica y estudios enzimaticos,

y se encuentran agrupados en una region de 70 kb del ADN.

Padrén et al. (2013), menciona en su articulo titulado “The Genus Aspergillus and
their Mycotoxins in Maize in Mexico: Problems and Perspectives” que la biosintesis
de las aflatoxinas es afectada por factores genéticos y ambientales. Adicionalmente,
la regulaciéon de la produccion de aflatoxinas también esta influenciada por la
ubicacion de los genes en el cromosoma y la acciéon de factores de transcripcion
globales que responden a sefiales de nitrogeno, carbono y pH. Estos factores
desempefian un papel crucial en la expresion de los genes estructurales
responsables de la sintesis de aflatoxinas. Las fuentes de nitrégeno y carbono, el
pH del entorno, la temperatura, la disponibilidad y actividad del agua, asi como los
metabolitos presentes en las plantas, todos ellos afectan directamente las rutas
metabdlicas involucradas en la sintesis de aflatoxinas. Bajo condiciones de estrés,
como altas temperaturas o humedad, la produccion de aflatoxinas es minima. Sin
embargo, cuando se dan combinaciones favorables de factores ambientales, se
incrementa tanto la sintesis de aflatoxinas como los perfiles de expresién de los
genes asociados con dicha sintesis. Se ha observado que la relaciéon de expresion
entre los genes aflR/aflJ se correlaciona con un aumento en la biosintesis de
aflatoxinas. Estos hallazgos subrayan la complejidad de los mecanismos de
regulacion genética y las interacciones entre diferentes factores que influyen en la

produccion de aflatoxinas en el hongo Aspergillus.

2.3.3 Deteccion de aflatoxinas
La deteccién de aflatoxinas en alimentos y piensos es de vital importancia para

garantizar la seguridad alimentaria y proteger la salud de los consumidores. Los
programas de pruebas de aflatoxina se han convertido en una parte integral de las
politicas de comercio internacional, tanto en la importacién como en la exportaciéon
de productos, y también desempefian un papel fundamental en los procesos de
comercializacion de los productores, especialmente en productos como el maiz, en

numerosos paises alrededor del mundo.



Existen una amplia variedad de métodos disponibles para evaluar la presencia de
aflatoxinas en las muestras, ya sean directos o indirectos, cuantitativos o
cualitativos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que algunos de estos

métodos pueden resultar costosos y requerir equipos especializados.

La American Association of Cereal Chemists International (AACCI) ha respaldado y
clasificado los diferentes procedimientos en tres categorias principales: métodos
visuales, métodos cromatograficos y pruebas rapidas. Cada uno de estos métodos
presenta sus propias caracteristicas y ventajas, pero también difieren en términos
de precision, costos de los instrumentos necesarios, gastos asociados por cada
muestra analizada y el nivel de habilidad técnica requerido para llevar a cabo las
pruebas de manera adecuada. Es importante considerar estos factores al
seleccionar el método mas apropiado para la deteccidon y cuantificacion de
aflatoxinas en alimentos y piensos, con el objetivo de garantizar resultados
confiables y precisos en beneficio de la salud publica y la seguridad alimentaria en

general.
Estos métodos son:
o Meétodo espectroscopico (visual)

El método mas simple y rapido para determinar la posible presencia de
aflatoxinas en muestras consiste en realizar una inspeccion visual de los granos
utilizando luz ultravioleta o "luz negra". La luz ultravioleta ha sido ampliamente
utilizada como una técnica econémica y rapida para la deteccion de aflatoxinas
en diversos tipos de muestras. La luz ultravioleta es una forma de radiacion
electromagnética con una longitud de onda de 200-400 nm, que puede ser
absorbida por los compuestos quimicos presentes en las muestras. En
particular, las aflatoxinas tienen una absorcion maxima en torno a los 360 nm, lo
que permite su deteccidon en alimentos y piensos cuando se exponen a esta
radiacion (Dowell, 2016).

Es importante tener en cuenta que todas las aflatoxinas tienen una absorcion

maxima alrededor de los 360 nm y pueden exhibir fluorescencia, ya sea brillante



o tenue, cuando se les expone a la radiacion ultravioleta. Sin embargo, es
necesario destacar que la fluorescencia no es exclusiva de las aflatoxinas, ya
que hay otras sustancias presentes en los alimentos que también emiten
fluorescencia bajo la radiacion ultravioleta de onda larga. Ademas, la
fluorescencia no es una propiedad estable, desaparece después de 4 a 6
semanas de exposicion continua a la radiacion visible o ultravioleta, aunque la
toxina en si misma puede permanecer. Por lo tanto, la fiabilidad de este método
depende del tamafio de la muestra analizada y se utiliza principalmente como
una evaluacion preliminar, especialmente en el ambito de la alimentacion animal

(Espinosa et al., 2011).

Este método de deteccion puede llevarse a cabo de manera manual o
electronica, si bien en lugares donde los costos laborales han aumentado, se
han introducido técnicas automatizadas debido a que el enfoque manual resulta
mas lento. En términos de clasificacion, se ha observado que la presencia de
hongos puede modificar las caracteristicas visuales y bioquimicas de los granos,
como decoloracion o manchado, cambios en la transmitancia y reflectancia, asi
como la aparicion de fluorescencia. Estas variaciones en la forma, densidad y
tamafo de los granos se consideran como indicadores del crecimiento del
hongo. A partir de esta informacion, se han propuesto y probado diversas
tecnologias que buscan detectar el dafio causado por el micelio del hongo y

permitir la remocién del maiz contaminado por aflatoxina (Reategui et al., 2012).

En un estudio realizado por Wacoo y sus colaboradores en 2014, titulado
"Methods for Detection of Aflatoxins in Agricultural Food Crops", se sefala que
la espectroscopia infrarroja es otro método espectroscopico de utilidad en el
analisis de aflatoxinas. Este enfoque se basa en la modificacion de las
vibraciones moleculares que ocurren cuando las moléculas son expuestas a
radiacion infrarroja. La espectroscopia infrarroja permite medir las vibraciones

que se generan en los enlaces quimicos dentro de una molécula.

Dado que el tamafio, la longitud y la fuerza de los enlaces varian

significativamente de una molécula a ofra, la absorcién de radiacién infrarroja



por parte de un enlace especifico variara segun el tipo de enlace y el modo de
vibracion. Por ejemplo, los distintos tipos de enlaces presentes en las moléculas
organicas vibran a diferentes frecuencias, dependiendo del tipo de enlace
excitado. Al utilizar un espectrometro infrarrojo para analizar una muestra, se
hacen pasar radiaciones infrarrojas que abarcan una variedad de frecuencias a
través de la muestra, y se mide la cantidad de energia radiante absorbida por
cada tipo de enlace presente en las moléculas. Como resultado, se genera un
espectro infrarrojo que representa graficamente el porcentaje de transmitancia

en funcion de la frecuencia.

La espectroscopia infrarroja es una técnica valiosa en el analisis de aflatoxinas,
ya que permite identificar y cuantificar la presencia de estas toxinas en muestras
agricolas. Este método se basa en las caracteristicas vibracionales unicas de
los enlaces quimicos y ofrece informacion detallada sobre la estructura y
composicion molecular de las muestras analizadas. Aunque la interpretacion de
los espectros infrarrojos puede requerir experiencia y conocimiento
especializado, esta técnica proporciona resultados rapidos y precisos, lo que la
hace adecuada para aplicaciones en la deteccion de aflatoxinas en alimentos y

cultivos agricolas
o Métodos cromatograficos

Las técnicas cromatograficas desempefian un papel fundamental en la
separacion y analisis de aflatoxinas, aprovechando la interaccion fisica entre una
fase movil y una fase estacionaria, asi como la distribucidon de los componentes
a separar entre ambas fases. Uno de los sistemas mas utilizados en este ambito
es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés),
que ofrece una estimacion precisa, alta sensibilidad y automatizacion en la

deteccién de aflatoxinas.

La cromatografia liquida de alta resolucion es ampliamente reconocida y
empleada en el andlisis de aflatoxinas debido a su capacidad para proporcionar
resultados confiables. Sin embargo, cabe destacar que su implementacion

implica la realizacién de pasos complejos de extraccién y limpieza de las



muestras, lo cual afiade tiempo y requiere experiencia en su ejecucion. Ademas,
la sensibilidad y especificidad de la técnica dependen en gran medida de la
calidad de los reactivos y columnas utilizados, asi como de la experiencia del

operador en la interpretacion de los resultados obtenidos.

A pesar de los desafios y requisitos asociados con la cromatografia liquida de
alta resolucion, su aplicacion en el analisis de aflatoxinas ha demostrado ser
valiosa en la garantia de la seguridad alimentaria. La capacidad de este método
para separar y cuantificar aflatoxinas en muestras de alimentos y piensos lo
convierte en una herramienta indispensable en los programas de control y
monitoreo de contaminantes en la industria alimentaria. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que, debido a la complejidad y los recursos
necesarios para su implementacion, es recomendable contar con personal
capacitado y equipos especializados para llevar a cabo este tipo de analisis
(Sinha, 1999).

2. Pruebas rapidas

En su articulo titulado "Immunochemical methods for rapid mycotoxin detection:
evolution from single to multiple analyte screening" publicado en 2011, Sarah de
Saeger destaca que los métodos inmunoquimicos son ampliamente utilizados
para la deteccion rapida de micotoxinas, ya sea de forma cuantitativa o
semicuantitativa. Estos métodos se basan en equipos relativamente simples,
como lectores de microplacas, ilumindmetros y sistemas de electroforesis

capilar.

A diferencia de los métodos cromatograficos, los inmunoensayos suelen
combinarse con un proceso simple de extraccion, preconcentracion y limpieza
de las muestras. Entre los enfoques mas comunes para los inmunoensayos de
micotoxinas se encuentran la unidon de anticuerpos especificos a un soporte
solido, utilizando formatos de ensayo inmunoenzimaticos (ELISA) directos y
competitivos, o mediante el recubrimiento de antigenos en formatos de ELISA

indirectos y competitivos. Estos formatos se aplican en inmunoensayos



realizados en microplacas y sensores, y son considerados métodos no

homogéneos.

Los métodos inmunoquimicos son altamente selectivos y sensibles, permitiendo
la deteccion de micotoxinas en concentraciones bajas. Ademas, son
relativamente rapidos y faciles de implementar en el analisis de muestras, lo que
los convierte en herramientas atractivas para el monitoreo y control de
micotoxinas en la industria alimentaria. No obstante, es importante tener en
cuenta que estos meétodos dependen de la disponibilidad de anticuerpos
especificos y su adecuado desarrollo, asi como de la validacion y
estandarizacion adecuadas de los procedimientos inmunoquimicos para

garantizar la precision y fiabilidad de los resultados obtenidos.
e Inmunosensores.

o Sensores colorimétricos y luminiscentes.

« Sensores de resonancia de plasmon de superficie.

« Sensores electroquimicos.

« Ensayos de inmunofluorescencia de polarizacion.

« Ensayos de inmunoelectroforesis de capilar.

2.3.4 Muestreo para aflatoxinas
El muestreo de granos es un proceso esencial en la evaluacion de la calidad de los

granos, ya que permite obtener una muestra representativa del lote o partida, sin
importar su tamafio o forma de almacenamiento. Durante este procedimiento, se
extrae una porcion del grano, generalmente de aproximadamente 2 kilogramos, que
conserva todas las caracteristicas de calidad presentes en el lote. Esta muestra se
utiliza posteriormente para llevar a cabo el analisis de los granos, el cual consiste
en una serie de operaciones y procedimientos sistematicos disefiados para
determinar la calidad de los granos. Es fundamental realizar tanto el muestreo como

el analisis en dos momentos clave:



A) Durante la transaccion comercial de compra-venta de granos: En este caso, se
realiza el muestreo para obtener una muestra representativa del lote que se esta
negociando. Esto permite evaluar la calidad de los granos antes de concretar la
transaccion, asegurando la satisfaccion de ambas partes involucradas en la

operacion.

B) Durante el almacenamiento: Durante el periodo de almacenamiento de los
granos, se deben realizar muestreos periddicos para evaluar la calidad y detectar
posibles cambios o problemas, como la presencia de aflatoxinas u otras
contaminaciones. Esto garantiza la seguridad y conservacién de los granos a lo

largo del tiempo de almacenamiento.

Estas practicas estan en concordancia con las recomendaciones establecidas por
DICONSA (2008), con el objetivo de asegurar la integridad y calidad de los granos

en los procesos de compra-venta y almacenamiento.

Segun el "Cddigo de practicas para la prevencion y reduccion de la contaminacion
por aflatoxinas en el maiz" de la Comision del Codex Alimentarius (CAC/RCP 51-
2003), existen tres planes de muestreo recomendados para la deteccion de

aflatoxinas en maiz:

1.- Plan de muestreo basico: Este plan se aplica en el punto de recepcion de
lotes de maiz a granel o en sacos. El tamafio del lote y el niumero de
submuestras a tomar se determinan en funcién del tamafio del lote y el nivel
de confianza deseado. Este enfoque permite inspeccionar los lotes en su
etapa inicial y establecer una evaluacion preliminar de la presencia de
aflatoxinas.

2.- Plan de muestreo intermedio: Este plan se utiliza durante el
almacenamiento de los lotes de maiz a granel o en sacos. Aqui, el tamafo
del lote y el nimero de submuestras se determinan considerando el tamafio
del lote, el tiempo de almacenamiento y el nivel de confianza requerido. Este
enfoque permite monitorear la calidad de los granos durante su permanencia
en el almacenamiento, detectando posibles problemas o cambios en la

presencia de aflatoxinas.



3.- Plan de muestreo avanzado: Este plan se implementa en lotes de maiz
destinados a la exportacion o al procesamiento de alimentos de alta calidad.
El tamano del lote y el nUmero de submuestras se determinan en funcion del
tamano del lote, el nivel de confianza deseado y la tolerancia permitida para
la contaminacion por aflatoxinas. Este enfoque se utiliza en situaciones
donde se requiere un control mas riguroso y una garantia adicional de la
calidad del maiz, especialmente cuando se destina a mercados

internacionales o a la produccion de alimentos de alto nivel.

Estos planes de muestreo se basan en las normas internacionales ISO 24333:2009
"Productos alimenticios para animales. Métodos de muestreo y preparacion de la
muestra" y 1ISO 15528:2019 "Productos alimenticios. Guia para la seleccion de
planes de muestreo para la inspeccion por atributos". Su implementacion adecuada
proporciona un marco confiable para evaluar la presencia de aflatoxinas en los lotes

de maiz, garantizando la seguridad y calidad de los productos derivados.
Por su parte, Dowell (2016) propone dos planes diferentes de muestreo:

o Planes tradicionales de muestreo
En el caso de los planes tradicionales de muestreo de aflatoxinas, se sigue
un enfoque mas exhaustivo y detallado. Se requiere obtener mudltiples
muestras de gran tamafio de una corriente en movimiento de granos o
mediante la extraccion de probetas insertadas en el montén de granos. Estas
muestras se mezclan minuciosamente y se vuelven a tomar submuestras
hasta obtener un tamafio de muestra adecuado para su analisis. El objetivo
principal de este método es proporcionar un nivel de confianza en los valores
resultantes de aflatoxina que representen fielmente la composicion del lote
de granos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la cantidad de
aflatoxina medida en una muestra especifica puede ser mayor o menor que
el nivel contenido en todo el lote. Esto se debe a las variaciones inherentes
en la distribucion de aflatoxinas dentro del lote de granos, para mitigar esta
variabilidad, se recomienda obtener muestras repetidamente durante la

cosecha y el proceso de manejo de los granos. Este enfoque repetitivo ayuda



a aumentar la confianza en cuanto al nivel promedio de aflatoxina presente
en los granos que se estan comprando o vendiendo. Al recolectar muestras
en diferentes momentos y ubicaciones dentro del lote, se tiene una vision
mas completa de la distribucion de aflatoxinas, lo que permite realizar una

evaluacion mas precisa de la calidad y seguridad de los granos.

Muestreo de semillas de alto riesgo

Si el objetivo principal del plan de muestreo de aflatoxina es garantizar que
el lote de granos no contenga niveles elevados de aflatoxina, existe una
estrategia alternativa que puede ser mas eficiente. En lugar de realizar un
muestreo exhaustivo de todo el lote, se recomienda centrarse en las semillas
que tienen mas probabilidades de contener aflatoxinas, como aquellas que
estan danadas por insectos o enfermedades. Estas semillas suelen ser mas
pequefias y suelen concentrar la aflatoxina. En este enfoque, se realiza una
seleccion especifica de las semillas sospechosas y se someten a un
tamizado o separacion para identificar cualquier problema potencial de
aflatoxina. Al tamizar la muestra, es posible detectar visualmente las semillas
dafiadas y determinar si estan contaminadas con aflatoxinas. Si no se
encuentra aflatoxina en esta fraccion de semillas sospechosas, es poco
probable que el resto del lote tenga niveles elevados de aflatoxina. Esta
estrategia de muestreo de semillas de alto riesgo se basa en la premisa de
que las semillas dafadas suelen ser un indicador confiable de la presencia
de aflatoxinas en el lote. Al concentrarse en estas semillas problematicas, se
ahorra tiempo y recursos al evitar el muestreo y analisis exhaustivos de todo
el lote. Es importante destacar que este enfoque puede ser especialmente
util cuando se trata de lotes de gran tamafio o cuando se requiere una
evaluacion rapida de la presencia de aflatoxinas. Sin embargo, es necesario
tener en cuenta que este método no proporciona una estimacion precisa de
los niveles promedio de aflatoxina en el lote en su totalidad. Por lo tanto, se

recomienda complementar este enfoque con un monitoreo regular y



exhaustivo de la calidad y seguridad de los granos a lo largo de la cadena de

suministro.

2.4 Antimicrobianos de origen natural
En los ultimos afios, ha surgido una preocupacion creciente entre los consumidores

debido al uso excesivo de antimicrobianos sintéticos como conservantes en la
industria de alimentos, ya que se ha evidenciado que su consumo en grandes
cantidades puede tener efectos negativos para la salud. Por tanto, se ha generado
la necesidad de encontrar alternativas que puedan reemplazar a estos
antimicrobianos tradicionales y mejorar la aceptacion de los productos procesados.
En este contexto, se han descubierto nuevos agentes antimicrobianos de origen
natural que pueden utilizarse como sustitutos de los convencionales (Nychas,
1995).

La alteracion de los alimentos causada por la accion de diversos microorganismos,
como bacterias, levaduras y mohos, constituye la principal preocupacion en la
industria alimentaria. Este problema tiene consecuencias econdmicas significativas
tanto para los fabricantes, en términos de deterioro de las materias primas y los
productos elaborados antes de su comercializacion, asi como pérdida de la
reputacién de la marca, entre otros aspectos; como también para los distribuidores
y consumidores, en relacion con la deterioracion de los productos una vez
adquiridos y antes de su consumo (Matamoros, 1998). Los antimicrobianos o
conservantes pueden ejercer al menos ftres tipos de accion sobre los

microorganismos:

e Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos o de la formacién de la pared
celular.
e Dainio a la integridad de las membranas.

o Interferencia con una amplia gama de procesos metabdlicos esenciales.

Como resultado, existen agentes antimicrobianos que tienen la capacidad de actuar
sobre diversos tipos de microorganismos, abarcando un amplio espectro de accion,
mientras que otros tienen un efecto mas limitado. Ademas, es importante destacar

que algunos antimicrobianos tienen la capacidad de eliminar directamente los



microorganismos, mientras que otros simplemente detienen su crecimiento (Frazier
et al., 1993).

Numerosas especias y hierbas exhiben propiedades antimicrobianas, como el apio,
cilantro, laurel, almendra, albahaca, café, angélica, puerro, rabano picante,
hierbabuena, tomillo, entre otros, que se utilizan en alimentos como agentes
saborizantes. Estos ingredientes contienen compuestos derivados del fenol, tanto
simples como complejos, que poseen actividad antimicrobiana y son volatiles a
temperatura ambiente. Desde tiempos antiguos, se ha reconocido que las especias
y sus aceites esenciales tienen diferentes grados de actividad antimicrobiana. De
hecho, el primer registro del uso de especias como conservantes se remonta a
aproximadamente 1,550 afios antes de Cristo, cuando los antiguos egipcios las
empleaban para preservar alimentos y en el proceso de embalsamamiento de los
difuntos (Davidson, 2001).

Algunas especias tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos,
aunque su efectividad varia dependiendo del tipo de organismo. En general, se ha
observado que las especias son mas efectivas contra bacterias Grampositivas que
contra bacterias Gramnegativas. Por ejemplo, la canela, el clavo y la mostaza tienen
un poder conservante destacado. La pimienta negra/roja y el jengibre presentan una
capacidad inhibidora moderada frente a una amplia variedad de microorganismos.
Por su parte, la pimienta, el laurel, el cilantro, el comino, el orégano, el romero, la
salvia y el tomillo tienen una actividad antimicrobiana intermedia. Estas propiedades
conservantes se deben a la presencia de aceites esenciales en su composicién, que
contienen compuestos como el eugenol o el aldehido cinamico con propiedades
antimicrobianas. También se ha observado actividad antimicrobiana en las

oleorresinas de estas especias (Rodriguez, 2011).

Los compuestos antimicrobianos de origen natural han demostrado poseer actividad
antimicrobiana y antifungica, pero su aplicacion en alimentos se ve limitada debido
a sus propiedades fisicoquimicas y la posible interaccién con los componentes de

los alimentos (Martinez, 2019).



Los aceites esenciales son liquidos aceitosos extraidos de diferentes partes de las
plantas, como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera,
frutos y raices. Son mezclas complejas de ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos.
Ademas, son compuestos con un olor caracteristico, altamente solubles en alcohol
y poco solubles en agua. Para obtener estos compuestos se pueden utilizar distintos
solventes, como acetato, etanol y cloruro de etileno. Los aceites esenciales
derivados de plantas son conocidos por su actividad antimicrobiana contra una
amplia gama de bacterias y hongos. Aunque existen pocos estudios sobre la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en sistemas modelo de alimentos
o en alimentos reales, se ha observado que su eficacia in vitro suele ser mucho

mayor que en los propios alimentos (Rodriguez, 2011).

2.4.1 Aceite de clavo (Syzygium aromaticum)

El clavo, cuyo nombre cientifico es Syzygium aromaticum y pertenece a la familia
Myrtaceae, es originario de la zona tropical de Indonesia. Se cultiva en diversos
paises como Brasil, China, Guinea, Kenia, Madagascar, Malasia, Mauricio y México,
entre algunos otros. Esta planta crece y se desarrolla en suelos ricos en humus
arcillosos, asi como en suelos caracteristicos de las regiones calidas, los cuales
suelen ser pobres en silice pero ricos en hierro. Prefiere suelos profundos y sueltos.
En el cultivo, el clavo es una planta siempre verde que puede alcanzar grandes
alturas que van de los 3 a los 6 metros. El tronco y las ramas principales presentan
una corteza caracteristica de aspecto grisaceo y textura lisa, las hojas tienen forma
de lanza. Las flores son de color amarillento y poseen un aroma fendlico intenso y
un sabor acre. Los botones florales comienzan con un tono palido y, a medida que
maduran, van cambiando de color de verde a marrén oscuro hasta llegar a un tono

rojo polvoriento (Singh et al., 2012).

Desde tiempos remotos, se han reconocido las propiedades curativas y calmantes
de la hierba en cuestion. El aceite extraido de esta planta ha sido objeto de
numerosas investigaciones debido a su alto contenido de eugenol, el cual se ha
demostrado eficaz para contrarrestar trastornos digestivos como la diarrea, asi

como poseer propiedades anti mutagénicas. Ademas, se destaca por su capacidad



antiséptica, analgésica, antibacteriana, antifingica, anestésica, anticancerigena,

antidiabética, antioxidante, antinflamatoria e insecticida (Kuete, 2017).

El aceite esencial de clavo es un liquido que puede ser incoloro o de un tono
amarillo-marrén claro. Tiene un aroma distintivo y un sabor picante, siendo soluble
en etanol y éter etilico, ligeramente soluble en agua y adquiriendo un color marrén
al exponerse al aire o al envejecer (Farmacopea Japonesa, 2001). Debido a su
sensibilidad a la luz y al calor, su vida util de almacenamiento es limitada si no se
protege adecuadamente. Una vez obtenido el aceite, se pueden identificar sus
componentes mediante diversas técnicas, siendo el analisis mediante cromatografia
de gases acoplada a un espectrometro de masas el método principal (Nonsee et al.,
2011).

La composiciéon del aceite obtenido por arrastre de vapor presenta en su
composicion al eugenol (83.6%); acetato de eugenilo (11.6%) y cariofileno (4.2%)
como componentes mayoritarios, aunque otros autores establecen que estas
cantidades pueden variar de la siguiente manera: eugenol 49-87%, cariofileno (4-
21%) y acetato de eugenilo (0.5-21%), y adicionan a esta informacion la presencia

en pequefas cantidades de a-humuleno (Mendoza, 2021).

Segun Aguilar et al. (2013), los componentes activos de las especias que exhiben
actividad contra los microorganismos suelen ser metabolitos secundarios, como
alcaloides y glucosidos, entre otros. En particular, el aceite esencial de clavo ha sido
estudiado por su actividad antimicrobiana, y Rahnama et al. (2012) atribuyen esta
propiedad a los compuestos fenodlicos presentes en el aceite. Se ha observado que
a mayor cantidad de compuestos fendlicos en el aceite esencial, mayor es su

actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales puede deberse a diferentes
mecanismos. Segun Nonsee et al. (2011), los compuestos presentes en los aceites
esenciales pueden provocar la desnaturalizacion de proteinas y interactuar con los

fosfolipidos de la membrana celular de los microorganismos, alterando su



permeabilidad. Esto puede conducir a la muerte del microorganismo. Cabe destacar
que el proceso de extraccion utilizado para obtener los aceites esenciales puede
influir en su composicion y, por lo tanto, en su capacidad para actuar como agentes

antimicrobianos.

En el caso especifico del aceite esencial de clavo, se ha observado actividad
antifingica contra diversas especies de hongos y levaduras. Por ejemplo, se ha
encontrado que es efectivo contra especies de Candida, incluyendo Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, especies de Aspergillus, hongos asociados a
la Onicomicosis, Saccharomyces cerevisiae y varios dermatofitos. Esta actividad
antifingica se atribuye principalmente al compuesto eugenol presente en el aceite

esencial (Aguilar et al., 2013).

En resumen, los componentes activos de las especias, como los aceites esenciales,
poseen propiedades antimicrobianas debido a la presencia de metabolitos
secundarios. En el caso del aceite esencial de clavo, su actividad antimicrobiana se
atribuye a los compuestos fendlicos, como el eugenol, que interactdan con las
proteinas y las membranas celulares de los microorganismos. Estas propiedades
hacen que el aceite esencial de clavo sea efectivo contra una variedad de hongos y

levaduras, incluyendo especies patdgenas.

Segun Aguilar y su equipo de investigacion (2013), se han realizado diversos
estudios que demuestran la actividad antifungica de tres aceites esenciales: tomillo
(Thymus vulgaris), ajedrea (Satureja hortensis) y clavo de olor, contra A. flavus. Los
resultados obtenidos in vitro indicaron que el aceite esencial de tomillo presenté la
mayor actividad antifungica, seguido por el de ajedrea y el de clavo de olor. Se
observo una inhibicion completa del crecimiento del hongo con concentraciones de
350 y 500 ppm de tomillo y ajedrea, respectivamente, mientras que el aceite de
clavo mostré un porcentaje de inhibicion del 87.5% con una concentracion de 500
ppm. Ademas de su evaluacion in vitro, la actividad antifungica del aceite esencial
de clavo de olor también ha sido investigada en alimentos, con el objetivo de probar

su eficacia como conservante o agente antimicrobiano.



2.4.2 Aceite de arbol de té (Melaleuca alternifolia)

El aceite esencial de arbol de té, obtenido de la destilacion de las hojas y ramas
frescas del arbol Melaleuca alternifolia, es reconocido desde hace mucho tiempo
por sus propiedades antimicrobianas. Este arbol es nativo de Australia y ha sido
utilizado por los aborigenes Bundjalung de Nueva Gales del Sur para tratar diversas
afecciones de salud. Tradicionalmente, las hojas trituradas del arbol de té se
utilizaban para tratar la tos, el resfriado y curar heridas, aplicandolas directamente
sobre ellas. Ademas, se preparaban infusiones de hojas para aliviar dolores de
garganta y tratar diferentes problemas de la piel; aunque las propiedades del aceite
esencial de arbol de té eran conocidas desde hace mucho tiempo, su popularidad
aumenté en el primer tercio del siglo pasado, especialmente después de las
primeras publicaciones cientificas que describian su actividad antimicrobiana
(Victores, 2013). Estas publicaciones respaldaron empiricamente las practicas
tradicionales de uso del aceite esencial y despertaron un mayor interés en su

potencial terapéutico.

Hoy en dia, el aceite esencial de arbol de té se utiliza ampliamente en productos
cosméticos y de cuidado personal, asi como en productos de limpieza y
desinfeccion. Su eficacia antimicrobiana lo hace util para tratar afecciones de la piel,
como el acné, las infecciones por hongos y las picaduras de insectos. Ademas, se
utiliza en formulaciones para el cuidado oral, productos para el cabello y como

desinfectante en el hogar.

En un estudio realizado por Brophy y sus colegas en 1989, se examinaron mas de
800 muestras de este aceite utilizando técnicas de cromatografia de gases y
cromatografia de gases-espectrometria de masas. Se identificaron
aproximadamente 100 componentes y sus rangos de concentraciones. El aceite
esta compuesto principalmente por hidrocarburos terpénicos, como monoterpénos,
sesquiterpenos, alcoholes y sus asociados. Los terpenos son hidrocarburos
volatiles y aromaticos que se pueden considerar como polimeros de isopreno, con

la formula C5H8. El componente mayoritario es el terpinen-4-ol, un alcohol



monoterpénico que representa mas del 30% del aceite y generalmente se encuentra

alrededor del 40%, aunque puede alcanzar hasta el 48%.

El aceite de arbol de té es un liquido transparente o ligeramente ambar con un olor
fuerte y caracteristico. Desde 1996, la composicion del aceite ha sido regulada por
la Organizacion Internacional de Normalizacion (1SO4730-2004: Aceite de
Melaleuca, tipo terpinen-4-ol, aceite de arbol de t€). En los ultimos afos, su uso
como agente antiinfeccioso en diversas afecciones de la piel y mucosas se ha vuelto

muy popular (Cabello et al., 2016).

El aceite de arbol de té tiene una densidad relativa de 0.885 a 0.906 y es
escasamente soluble en agua pero miscible con disolventes no polares. Se
considera que el terpinen-4-ol y el a-terpineol son los compuestos responsables de
las actividades antibacterianas y antifungicas del aceite. Sin embargo, otros
componentes como el a-terpineno, el B-pineno y el linalol, aunque se encuentran en
proporciones menores, también pueden contribuir a la actividad antimicrobiana
(Victores, 2013). La composicion del aceite de arbol de té puede cambiar
considerablemente durante el almacenamiento, con un aumento en los niveles de

cimeno

2.5 Fase de vapor
Estudios recientes han puesto de manifiesto que los vapores generados por los

aceites esenciales presentan efectos bactericidas, lo que ha llevado a algunos
investigadores a proponer su uso como alternativa para la aplicacion de agentes
antimicrobianos mediante contacto indirecto. Esto significa que, en lugar de aplicar
directamente el aceite esencial sobre la superficie, se utilizarian los vapores que
este emite para ejercer su accion antimicrobiana. Este enfoque busca minimizar el
impacto en las caracteristicas sensoriales del producto, al tiempo que garantiza su
inocuidad (Reyes, 2012).

En cuanto a la obtencion de los aceites esenciales de plantas y especias, se
emplean diversos métodos, siendo dos de los mas comunes la destilacion por
arrastre de vapor y la extraccion con solventes organicos. Ambos métodos requieren

un manejo y almacenamiento cuidadoso debido a las propiedades de los aceites



esenciales. Estos liquidos son viscosos, altamente volatiles y sensibles a altas
temperaturas, por lo que se deben tomar precauciones para preservar su integridad

y calidad durante todo el proceso (Kalemba y Kunicka, 2003).

La composicion de los aceites esenciales varia segun la parte de la planta de donde
se extraen, y como los compuestos volatiles son los que tienen efecto
antimicrobiano, es importante determinar su composicion. Para este fin, muchos
investigadores utilizan la cromatografia de gases combinada con la espectrometria
de masas. Los componentes principales de los aceites esenciales provienen de
terpenoides, sesquiterpenos y posiblemente diterpenos, que contienen diversos
grupos quimicos, como hidrocarburos, acidos, alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres
y cetonas. La composicién principal de cada aceite esencial se deriva de su grupo
quimico funcional. Los componentes fendlicos son los que principalmente brindan
propiedades antimicrobianas a los aceites esenciales. Los componentes principales
pueden representar hasta el 85% de la composicion total del aceite esencial,
mientras que otros pueden estar presentes solo en pequeias cantidades. (Reyes et
al., 2012).

2.5.1 Mecanismo de accion del aceite esencial por fase de vapor
Cada aceite esencial posee un efecto antimicrobiano Unico, por lo que su actividad

puede ser evaluada mediante diferentes parametros. Uno de ellos es la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI), que se refiere a la concentracion minima
requerida del aceite esencial para detener el crecimiento del microorganismo. Esta
propiedad bacteriostatica o fungistatica indica la capacidad de frenar el crecimiento
sin necesariamente causar la muerte del microorganismo (Smith-Palmer, et al.,
1998).0tro parametro de evaluacion es la Concentracion Minima Letal (CML), que
asegura una reducciéon del 99.9% de la poblacién del microorganismo. Esta
concentracion minima letal indica la capacidad bactericida o fungicida del aceite
esencial, es decir, su capacidad de causar la muerte del microorganismo (Burt,
2004).

Ademas, la actividad de los aceites esenciales contra los mohos también puede ser

evaluada mediante el control de la inhibicion de la esporulacién y la produccion de



toxinas. Esto implica verificar si el aceite esencial tiene la capacidad de prevenir la
formacion de esporas y la produccion de sustancias toxicas por parte de los hongos
(Kalemba y Kunicka, 2003).

Se han realizado diversos estudios para investigar las propiedades antibacterianas
de los aceites esenciales, principalmente examinando su efecto directo sobre varios
microorganismos. Sin embargo, también se ha observado que los aceites
esenciales pueden mostrar actividad antimicrobiana en forma de vapor, lo que
sugiere que pueden actuar como agentes bioactivos sin necesidad de contacto
directo. Se ha observado que la fase de vapor es especialmente eficaz contra los
hongos, y varios estudios han demostrado que los aceites esenciales son mas
efectivos como antifiingicos en estado de vapor que en estado liquido. Una posible
explicacion de este fendmeno es que las moléculas lipofilicas responsables de parte
de la actividad antimicrobiana podrian asociarse en la fase acuosa para formar
micelas, lo que suprimiria su capacidad de union al organismo. Por otro lado, la fase
de vapor permitiria la union libre de los componentes del aceite esencial. Ademas,
las cepas de hongos tienden a crecer mas en la superficie del agar en comparacion
con las bacterias, lo que significa que estarian mas expuestas al vapor, mientras
que las bacterias se verian mas afectadas por los componentes del aceite esencial

que se acumularon en el sustrato (Puskarova et al., 2017).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende de tres factores: su
hidrofobicidad o hidrofilicidad, su composiciéon quimica y el tipo de microorganismo
a combatir. Sus componentes también pueden interferir con la translocaciéon de

protones y la fosforilacion del ATP (Reyes et al., 2013).

Cuando la cantidad de bacterias alcanza un nimero suficiente, los individuos liberan
moléculas sefalizadoras que permiten que la colonia funcione como un grupo,
expresando ciertos genes. A este proceso de comunicacién se le conoce como
"quorum sensing", y a través de él, las colonias bacterianas pueden realizar las

siguientes acciones:

e Formar biofilms.

e Adquirir virulencia y secretar toxinas.



e Acelerar su crecimiento.

e Penetrar la barrera intestinal y entrar en el torrente sanguineo.

Se ha demostrado que muchos aceites esenciales (como el ajo, la mejorana, el
orégano, el laurel, el romero, el tomillo, la albahaca, el arbol de té, la curcuma, la
vainilla, entre otros) interfieren con el quorum sensing bacteriano a concentraciones
mucho mas bajas que las necesarias para eliminar las bacterias por completo
(PlusVet, 2021).

A concentraciones elevadas, ciertos aceites esenciales tienen actividad bactericida,
lo que significa que eliminan por completo a las bacterias. Esto se debe a varios

mecanismos de accion:
e Toxicidad en la pared celular.

Este es el mecanismo de accidon mas conocido. Los aceites esenciales tienen la
capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared celular,
perturbando las estructuras celulares y llevando a la desnaturalizacién de las
proteinas y la destruccion de la membrana celular. Esto hace que las membranas
sean mas permeables, lo que resulta en rupturas o fugas citoplasmicas, lisis celular

y, finalmente, la muerte del microorganismo (Reyes et al., 2013).
e Accion sobre la sintesis de proteinas.

Los diferentes componentes de los aceites esenciales alteran el sistema celular de
sintesis de proteinas. Por ejemplo, los compuestos activos presentes en el aceite
de canela pueden inhibir la reproduccion de Bacillus cereus al interferir en la sintesis
de ciertas proteinas (PlusVet, 2021).

e Reduccion de los niveles intracelulares de ATP.

El trifosfato de adenosina (ATP) es la "moneda molecular" de transferencia de
energia en las células y es vital para el metabolismo. Algunas moléculas presentes
en los aceites esenciales, como el eugenol, el cinamaldehido y el carvacrol, pueden
inhibir las enzimas que producen ATP, lo que altera el metabolismo bacteriano
(PlusVet, 2021).



e Reduccién del pH intracelular.

Algunos aceites esenciales, como el orégano, la mostaza o la canela china, reducen
significativamente el pH dentro de las células bacterianas, lo que interfiere con
procesos celulares cruciales como la transcripcion de ADN, la sintesis de proteinas

y la actividad enzimatica (PlusVet, 2021).

2.5.2 Técnica fase de vapor
La produccion de vapores de aceites esenciales implica generar una atmaésfera con

una temperatura especifica o crear un microambiente utilizando los propios aceites
(Lopez et al., 2005). Aunque no hay un método estandar para evaluar de forma
detallada la inhibicién microbiana mediante el contacto con los vapores de aceites

esenciales, la literatura sugiere enfoques "caseros" que se destacan, como:

1.- Uso de cajas invertidas: Se coloca agar inoculado con el microorganismo
de prueba separado (aproximadamente 5 mm) de los aceites esenciales
(previamente disueltos en acetato de etilo u otro solvente) sobre un papel
filtro, manteniendo la temperatura controlada. Este método se utiliza
principalmente para bacterias, que tienen un crecimiento mas rapido que los

mohos (Inouye et al., 2001).

2.- Creacién de una atmosfera mediante aceites esenciales: Se utilizan
camaras de plastico (aproximadamente de 1-1.7 litros) con tapa transparente
y selladas herméticamente. En el centro de la camara se coloca una
concentracion determinada de aceite esencial, mientras que en una rejilla se
colocan los agar inoculados. Las camaras se mantienen a una temperatura
controlada estandar de 25 °C durante 72 horas para mohos (Suhr y Nielsen,
2003; Goémez-Sanchez et al.,, 2011) y 37 °C durante 18-24 horas para
bacterias (Kloucek et al., 2011). De esta manera, los vapores generados por
los aceites esenciales entran en contacto con los microorganismos, lo que
puede resultar en zonas de inhibicion debido a su evaporacién en el
microambiente. Este método se utiliza principalmente para mohos, que tienen

un crecimiento mas lento (Reyes et al., 2012).






3. Justificacion

Desde tiempos remotos, la medicina tradicional ha confiado en el uso de plantas
debido a sus componentes, los cuales tienen efectos de gran importancia y en su
mayoria beneficiosos para los seres humanos. El conocimiento sobre el uso y los
efectos de ciertas especies ha sido limitado en diversos campos, como es el caso

de la industria alimentaria.

A nivel global, se puede observar una creciente tendencia en los ultimos afios hacia
el consumo de alimentos naturales, seguros y de alta calidad. Ademas, numerosas
investigaciones han explorado el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales
extraidos de plantas y especias. En este sentido, el control de microorganismos
mediante el uso de aceites esenciales se ha convertido en un area de investigacion
crucial, con el objetivo de reemplazar conservantes sintéticos por alternativas
naturales que proporcionen productos seguros y asequibles. Esto implica buscar un

proceso adecuado a nivel industrial, que sea econdémico y efectivo.

Con base en lo mencionado, el propdsito de este proyecto es utilizar un tratamiento
alternativo y menos complejo basado en la aplicacion de compuestos naturales para
eliminar patégenos en un alimento de gran relevancia a nivel mundial: el maiz. Los
aceites esenciales exhiben una actividad antimicrobiana significativa en contacto
directo, pero pueden alterar ciertas caracteristicas organolépticas de los productos.
Por lo tanto, como solucion a esta problematica, se propone una exposicion indirecta
a través de la fase de vapor de aceites esenciales de clavo y arbol de té contra A.

flavus.

En resumen, se busca utilizar los beneficios de los aceites esenciales de manera
efectiva y segura para combatir los patdégenos en el maiz, permitiendo asi ofrecer

alimentos mas seguros y de alta calidad a nivel industrial.



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia antifungica de aceites esenciales de clavo (Syzygium
aromaticum) y arbol de té (Melaleuca alternifolia) en fase de vapor contra Aspergillus
flavus en maiz criollo (Zea mays).

4.2 Objetivos particulares
e Cuantificar el crecimiento fungico de A. flavus en maiz criollo (Zea mays) a

temperatura ambiente.

o |dentificar de forma cualitativa la presencia de aflatoxinas de A. flavus en maiz
criollo (Zea mays) contaminado.

o Determinar la concentracién minima inhibitoria de aceites esenciales de clavo
(Syzygium aromaticum) y arbol de té (Melaleuca alternifolia) para la inhibicion

de A. flavus en maiz criollo (Zea mays) por fase de vapor.
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6. Materiales y métodos

Aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) y aceite esencial de arbol de té
(Melaleuca alternifolia).

6.1 Material biolégico
La cepa utilizada, fue proporcionada por el Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbioldgicas ICUAP (Aspergillus flavus 36 28921) La cepa fue inoculada en

placas Petri de vidrio con agar papa dextrosa para mantener viable al hongo.

6.2 Preparacion del inoculo
A. flavus fue inoculado en agar papa dextrosa e incubado a 37°C por 120 h, después

de ese lapso, se vertieron 10 ml de agua destilada sobre el hongo y con asa
micoldgica se rasp6 para obtener una suspension de esporas. Posteriormente, se
afiadieron 50 pl de esta suspension en 1 g de arena estéril que funcion6 como

vehiculo para la inoculacién en maiz.

6.3 Material de vidrio y reactivos de grado analitico
Los necesarios para cada determinacion.

6.4 Métodos y equipos
Los mencionados en la Tabla 1 y Tabla 2 respectivamente

Tabla 1. Métodos utilizados en el proyecto

Método Técnica Referencia

Método para la cuenta de | Conteo en placa NOM-111-SSA1-1994

mohos y levaduras en - DOF

placa

Método para la | Optico Norma Venezolana

determinacion cualitativa COVENIN 1935-87,

de aflatoxinas 2017.

Fase de vapor Adsorcién Reyes-Jurado, et al,
2012.

Método de vertido en Diluciones seriadas | NOM-111-SSA1-1994

placa - DOF

Método recuento de Conteoencamara | Bustillo Pardey, 2010.
esporas en camara de
Neubauer



Tabla 2. Equipos utilizados en el proyecto.

Equipo Marca Modelo

Estufa de cultivos EFC-51 BG ECF-51

conveccion mecanica

Microscopio ZEISS Primo Star

Bascula Ohaus Scout Pro-

202

Micropipeta ajustable 100-1000 pl Continental lab = Beta Pette
products

Micropipeta ajustable 20-200 pl SCIENCE MED KE0026531

Autoclave Presto

Super mixer Lab line instruments, | SM No. 1290
inc.

Camara de Neubauer Baluue

Lampara de luz UV UvP UVLS.28



7. Metodologia

7.1 Realizacién de cinética de supervivencia de A. flavus en maiz

Se inoculd A. flavus en agar papa dextrosa por 7 dias a 25° C. Una vez se obtuvo
crecimiento en la placa, se tomé el hongo y se mezclé con 10 ml de agua destilada
para obtener una suspension de esporas, de la cual, se colocé una muestra en
camara de Neubauer y se realizd el conteo. Se inoculé aproximadamente 10°
esporas/ml (50 pl) en 1 g de arena estéril y se homogeniz6. Posteriormente se
inoculd el hongo en el maiz estéril haciendo uso de la arena contaminada. El maiz
contaminado se incub6 a temperatura ambiente y se tomaron muestras por dilucion

seriada y vertido en placa al tiempo 0, 7, 14 y 21 dias.

7.2 Identificacion cualitativa de aflatoxinas en maiz contaminado
Una vez terminada la cinética del comportamiento del hongo, se observd bajo

lampara de luz negra el maiz contaminado, haciendo uso de una lampara de luz
ultravioleta de onda larga (aproximadamente 365 mm). Se inocularon placas como
lo indica el punto 7.1 (manejando un control y las diferentes concentraciones) y al
dia 20, se hizo incidir luz ultravioleta sobre los granos, por 4 minutos, los granos de

maiz se cambiaron de posicién a medida que se hacia incidir la luz sobre ellos.

7.3 Determinacion de la CMI de los aceites esenciales en fase de vapor
Para la tercera etapa, en una caja Petri de vidrio de 100 x10 mm, se colocé dentro

la tapa de una caja Petri pequefia desechable de 60 x15 mm, que contuvo el maiz
previamente contaminado (usando la misma técnica que en la primera etapa). Junto
a esta, se colocd un rectangulo de papel de lenta filtracion grado 609 (poro de 20
micras) donde se pipeted el aceite esencial. Este proceso se realizé con cada aceite
esencial a una concentracion baja (125 pl), media (250 pl), alta (500 pl) y muy alta
(750. pl).

7.4 Analisis de datos
La variable para correlacionar en la primera y tercera etapa del proyecto fue el

crecimiento del hongo en UFC/g. Para obtener una visiéon integral del
comportamiento de la variable ya mencionada se realizé una tabla tiempo vs

concentraciéon de aceite esencial, a partir de esta tabla creada para ambos aceites



esenciales, se obtuvieron los respectivos logaritmos, promedios y desviaciones

estandar de los datos generados en los experimentos.

Posteriormente, haciendo uso de un software para andlisis de datos: KaleidaGraph
(Version 3.51, Synergy Software, Reading PA, USA), los datos se ajustaron a la
distribucién de Weibull (Avila et al.,2013).

logip St = —btn

La funcion de supervivencia S(f) representa la probabilidad de que un componente
o sistema sobreviva mas alla de un tiempo (f) dado. En otras palabras, S(t) es la

probabilidad de que el componente o sistema no falle antes del tiempo dado.

El pardmetro b se conoce como el parametro de escala, ya que determina la
ubicacion de la curva de la distribucion de Weibull en el tiempo. Un valor mas alto

de b indica que el tiempo medio hasta la falla es mayor.

El parametro n se conoce como el parametro de forma, ya que determina la forma
de la curva de la distribucién de Weibull. Si n es mayor que 1, la tasa de falla
aumenta con el tiempo. Sin es menor que 1, la tasa de falla disminuye con el tiempo.

Sinesigual a 1, la tasa de falla es constante con el tiempo.

Esta ecuacion se utiliza a menudo para ajustar los datos de supervivencia a la
distribucion de Weibull y estimar los parametros b y n. Esto se hace tipicamente
mediante el uso de técnicas de regresion no lineal para encontrar los valores de by

n que mejor se ajusten a los datos de supervivencia observados.

Se obtuvieron valores para cada dato experimental, donde entonces “b” es igual a
la velocidad de muerte del hongo, “n” es igual al comportamiento de la curva

generada y “r” es igual al coeficiente de correlacion



8. Resultados y discusién

8.1 Etapa experimental 1. Realizacion de la cinética de supervivencia de A.
flavus
Los resultados obtenidos para medir el crecimiento de A. flavus en maiz criollo (Zea

mays) se encuentran representados en la Figura 4, donde se visualiza la
comparacion de una curva de ajuste obtenida a partir de la iteracion de datos y una
curva generada con los datos obtenidos experimentalmente, donde el
comportamiento del hongo esta expresado como un aumento en el crecimiento
seguido de un descenso radical que puede ser atribuido a las condiciones

deficientes que se manejaron para su crecimiento en maiz criollo (Zea mays).

Un experimento realizado por Carrillo (2003) en donde evalua el efecto de la
temperatura y el pH sobre el crecimiento de A. flavus, este, indica que la
colonizacién de los granos durante el almacenamiento se produce de forma
explosiva cuando la humedad relativa ambiente se eleva por sobre el 70%. Compara
tres temperaturas de crecimiento: 25°, 30° y 37° C, obteniendo un crecimiento

optimo en un rango de 35° - 37°.
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Figura 4 Comportamiento de Aspergillus flavus inoculado en maiz criollo (Zea
mays) durante 15 dias a 25° C de almacenamiento.

8.2 Etapa experimental 3 Determinacion de la CMI de los aceites esenciales
en fase de vapor
Enla Figura 5, se puede observar el comportamiento de A. flavus inoculado en maiz

criollo (Zea mays) expuesto a diferentes concentraciones de aceite esencial de A)
clavo y B) arbol de té, teniendo como referencia la cepa control. La linea punteada
que se muestra en cada grafico es una representacion del ajuste matematico
realizado para los datos experimentales. Esta linea ajustada se utiliza para
determinar la tendencia general de los datos experimentales. A menudo, los datos
experimentales pueden tener cierta variabilidad o ruido, la linea ajustada se utiliza

para eliminar este ruido y obtener una representacion mas clara de los datos.

En ambos graficos, la linea de ajuste representa la tendencia general del
crecimiento del hongo en cada concentracion de aceite utilizado. Por lo tanto, se
puede utilizar para determinar como deberia cambiar el crecimiento del hongo a
medida que cambia la concentracion de aceite. Las figuras presentes en los graficos

son los datos reales que se obtuvieron durante el experimento. Por lo tanto, se



pueden utilizar para evaluar la precision del ajuste matematico y para determinar si

hay alguna variabilidad significativa en los datos experimentales.

La curva correspondiente a la mayor concentracion de aceites (750 pl) muestra una
tendencia a la disminucion del crecimiento del hongo en comparacion con las curvas
de las concentraciones mas bajas. Ademas, la disminucion en la tasa de crecimiento
del hongo es mas rapida y marcada en esta curva de mayor concentracion de
ambos aceites, lo que sugiere que esta concentracion tiene un efecto inhibitorio mas
fuerte sobre el crecimiento del hongo en comparacién con las concentraciones mas

bajas.

Se observa como el crecimiento en el control, es similar a la obtenida en la etapa
experimental 1, mientras que el crecimiento en las demas placas es indirectamente

proporcional al aumento de la concentracion del aceite en funcién del tiempo.

Las cinéticas presentadas, se evalian como una medida de la biomasa del hongo
a una escala logaritmica en el eje vertical, mientras que el tiempo se representa en
el eje horizontal. En resumen, el crecimiento del hongo varia a lo largo del tiempo
dependiendo de la concentracion de aceite a la que esta expuesto y en general, se
observa que a medida que aumenta la concentracion de aceite, el crecimiento del
hongo disminuye. Esto se debe a que los aceites esenciales utilizados tienen
propiedades antifungicas y pudieron afectar la capacidad del hongo para crecer y
reproducirse. Sin embargo, también se observa en las concentraciones bajas, que
después de un cierto tiempo, el crecimiento del hongo se recupera en cierta medida.
Esto podria indicar que el hongo puede adaptarse o desarrollar resistencia al aceite

de clavo después de un cierto tiempo.

Un estudio realizado en 2016 por Matej Bozik donde él y sus colaboradores
evaluaron las actividades antifungicas en fase de vapor de los aceites esenciales
de: hojas de canela (Cinnamomum zeylanicum Nees.), tomillo (Thymus vulgaris L.),
clavo (Syzygium aromaticum L.), orégano (Origanum vulgare L.) y jengibre (Zingiber
officinale Rosc) frente a cepas de A. flavus, A. parasiticus y A. clavatus aisladas de
avena cada uno utilizando concentraciones finales de 125, 250 y 500 pl/l y haciendo

uso de la misma técnica utilizada en el presente proyecto. Las cajas de Petri se



cerraron y se dejaron a 50 °C durante 2 horas, seguidas de 20 min a temperatura

ambiente.

El efecto fungicida de los aceites esenciales ensayados se evaluo tres dias después
del tratamiento, utilizando dos parametros: el porcentaje de semillas con crecimiento
micelial y el porcentaje de semillas con crecimiento micelial con esporulacién. Los
aceites esenciales de limoncillo, orégano y tomillo mostraron el mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento micelial de A. flavus y A. parasiticus. Entre las cepas
probadas, A. clavatus fue considerablemente la mas resistente, seguida de A.
parasiticus y A. flavus. Se observaron diferencias significativas del efecto inhibitorio
entre todas las concentraciones de aceites esenciales en general, siendo la
concentracion de 500 ul/l la mas efectiva. Los aceites esenciales a una
concentracion de 125 pl/l fueron los menos efectivos. Las mas efectivas fueron las
concentraciones mas altas de limoncillo, orégano y tomillo (500 ul/l), y la
concentracion moderada de limoncillo (250 pl/l). Por otro lado, la concentracion mas
baja de aceites esenciales de jengibre y clavo fue significativamente menos efectiva,

con un efecto comparable al de los controles.

También evaluaron el efecto de los aceites esenciales sobre la esporulacién de las
cepas probadas obteniendo que los aceites esenciales de limoncillo, orégano y
tomillo mostraron el efecto inhibidor mas fuerte sobre la esporulacion de A. flavus y
A. parasiticus. A. clavatus fue nuevamente la mas resistente de las cepas probadas.
El limoncillo y el orégano a una concentracién de 500 ul/l fueron capaces de inhibir
completamente la esporulacion. En la misma concentracién, el tomillo y el clavo
inhibieron méas del 90% de la esporulacién. Se observaron efectos inhibitorios
moderados para todos los aceites esenciales a una concentracion de 250 pl/l, y el
limoncillo también fue efectivo a una concentracion de 125 pl/l. Sin embargo, la
mayoria de los aceites esenciales probados a una concentracion de 125 pl/l no

fueron efectivos.

Comparando resultados con el experimento ya mencionado, podemos decir que la
efectividad contra la inhibicidn y por lo tanto esporulacion del hongo, fue comparable

en todos los experimentos, con excepcidn de la concentracién mas baja manejada



(125 pl) de los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y arbol de té

(Melaleuca alternifolia).

Segun lo reportado por Cisarova y su equipo en 2016, los aceites esenciales de
clavo, tomillo y orégano demostraron una eficacia significativa haciendo uso del
método de micro atmédsfera, con dosis inhibitorias minimas de 31,5 a 62,5 pl/l de
aire. Con base en lo anterior, se puede considerar una variacion en las dosis
inhibitorias minimas reportadas debido a la utilizacion de diferentes métodos de
evaluacion de actividad antifungica en fase gaseosa, asi como la variacién en los

tipos de mohos y aceites esenciales estudiados.
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Figura 5 Inhibicion de Aspergillus flavus inoculado en maiz criollo (Zea mays) por
15 dias a 25° C con diferentes concentraciones de aceites esenciales (pl/litro de
aire) de A) clavo (Syzygium aromaticum) y B) arbol de té (Melaleuca alternifolia) por
contacto en fase de vapor.

A partir de la Tabla 3, se puede comparar de forma numeral la velocidad de muerte
de A. flavus que va en aumento junto con el mismo de la concentracion de aceite
esencial utilizado, siendo las Ultimas dos concentraciones (500 y 750 pl) las que
marcan una diferencia en cuanto al tiempo requerido para la inhibiciéon del hongo.
En ambos casos, los valores de “b” se ven reducidos conforme aumenta la
concentracion, esto quiere decir que es menor el tiempo en el que el hongo perece;

todos los valores de “n” son mayores a uno lo que indica el comportamiento



coéncavo de todas las curvas con excepcion de la generada en la concentracion de
750 pl para ambos aceites, las cuales son convexas puesto que en ambas n es
menor a uno; los valores de "r" son altos, esto significa que los datos
experimentales se adaptan a la curva de ajuste por lo que se sugiere que los
resultados obtenidos son confiables y que las concentraciones de aceite utilizadas
en el experimento tuvieron un efecto significativo en la inhibicion del crecimiento de

A. flavus.



Tabla 3 Resultados del analisis de datos experimentales obtenidos para aceite
esencial de clavo (Syzygium aromaticum) y aceite esencial de arbol de té
(Melaleuca alternifolia)

Aceite Clavo Arbol de té
Concentraciéon | b n r b n r
(u1)
Control 0.0000 3.9408 0.9541 0.0000 3.9408 0.9541
125 0.0014 2.6072 0.9943 0.0039 21774 0.9846
250 0.0087 1.9854 0.9875 0.0304 1.5258 0.9631
500 0.0043 2.4980 0.9770 0.0013 2.9469 0.9792
750 0.0382 0.8067 0.9637 0.4812 0.7741 0.9974

En su investigacion titulada "Analisis in vitro de la actividad biolégica del aceite
esencial de clavo (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum verum) frente a
A. flavus, Ugufia D. (2019) expuso el hongo a una variante en la técnica de fase de
vapor utilizando cajas invertidas y cuantificé su crecimiento mediante el método de
cultivo dual. Los resultados obtenidos fueron significativos en cuanto al efecto del
aceite de clavo (S. aromaticum) en el crecimiento de las diversas cepas de A. flavus
utilizadas en el experimento. Esto se corrobord al comparar el crecimiento de las
cepas expuestas a los aceites esenciales con el crecimiento de las cepas de control
que no fueron sometidas a ningun aceite esencial que pudiera afectar su desarrollo.
Se observé un crecimiento considerable en estas ultimas, mientras que las cepas
expuestas al aceite de clavo mostraron un porcentaje de inhibicién del crecimiento

del hongo que oscil6 entre el 61% y el 76%.

Estos porcentajes de inhibicion del crecimiento fueron utilizados para evaluar la
eficacia de los dos aceites esenciales utilizados en el experimento. El aceite de
clavo (S. aromaticum) recibié una valoracion de nivel 111, lo que indica que presenta

un control bioldgico satisfactorio sobre A. flavus.



8.3 Etapa experimental 2. Identificacion cualitativa de aflatoxinas en maiz criollo

Figura 6 Identificacion cualitativa de aflatoxinas en maiz criollo (Zea mays)
contaminado con Aspergillus flavus por el método de exposicion a luz UV.

Como se observa en la Figura 6, ninguna caja expuesta presento fluorescencia, esto
puede ser debido a que el hongo se encuentra sometido a condiciones de estrés.
Segun la bibliografia consultada anteriormente, la inoculacion de A. flavus en maiz
no siempre conduce a la produccion de micotoxinas, esta produccion depende de
varios factores, como la cantidad de esporas inoculadas, las condiciones
ambientales y las caracteristicas del maiz. Si las condiciones no son adecuadas
para la produccion de micotoxinas, la inoculacién de A. flavus puede no dar lugar a

la produccion de micotoxinas.

En un estudio reciente llevado a cabo por Martinez (2014), se evaluaron cuatro
métodos como técnicas rapidas para la deteccién de aflatoxinas en muestras de
maiz y sus derivados en una empresa dedicada a la fabricacién de productos a base
de cereales y leguminosas para consumo humano y animal. El objetivo era
seleccionar el procedimiento mas apropiado para el analisis en diferentes etapas
del procesamiento, incluyendo el método Fluorométrico (Lampara Negra), Reveal,
RidaQuick y Veratox/ELISA.

Las muestras analizadas se obtuvieron de diversas areas, como la de materia prima
(maiz amarillo y maiz blanco), area de proceso (subproducto de maiz y harina de
proceso), area de almacenamiento y area de producto terminado (harina precocida).
Los resultados revelaron que el método Fluorométrico arrojé 39 muestras positivas
(27,08%), el método Reveal mostré 42 muestras positivas (29,16%), RidaQuick



detectd 26 muestras positivas (18,05%) y el método Veratox/ELISA identifico 18
muestras positivas (12,5%). Estas muestras positivas fueron verificadas
posteriormente mediante HPLC, que revel6 un total de 3 muestras positivas
(2,08%).

Con base a estos resultados, se concluyé que ninguno de los métodos rapidos
utilizados pudo indicar de manera confiable la presencia del hongo, siendo el HPLC

el método de analisis mas eficaz para identificar este contaminante.

Sin embargo, se observd que las técnicas mas avanzadas presentaban ciertos
inconvenientes, como la variabilidad de la muestra durante el proceso de muestreo,
asi como la falta de precision y exactitud. Por lo tanto, se plantea la necesidad de
incorporar un método confirmatorio que pueda evaluar de manera precisa la
presencia o ausencia de aflatoxinas. Se sugiere adoptar un enfoque integrado que
combine métodos de deteccion rapida con métodos analiticos y confirmatorios, a fin

de lograr una deteccion confiable de este contaminante en alimentos.

En un estudio realizado por Reategui (2012), se llevaron a cabo experimentos para
identificar la fluorescencia emitida por las Castafas de Brasil. Para este fin, se utilizd
un Espectrometro EstelarNet Black-Comet C (190-850 nm), una fuente de luz
ultravioleta SL1-LED de 390 nm, lamparas portatiles de luz ultravioleta de 365 nmy
254 nm, una fibra optica F1000-UVVis-SR-1, y el software SpectraWiz para la

deteccion del espectro y el entorno grafico basado en Labview 2012.

Los ensayos para el control del Sistema de Detecciéon de la contaminacion en las
castafas se llevaron a cabo después de ensamblar el sistema de deteccion optica
del espectrometro SpectraWiz y el software LabView proporcionado por el
fabricante. En este proceso, se empled un sistema Optico compuesto por el
espectrometro, la fibra Optica como sensor y el software de adquisicion de

informacion.

El sistema implementado permitié diferenciar entre castafias afectadas por
aflatoxinas y castafias sanas al seleccionar las castafas peladas. De esta manera,

se pudo comprobar la relacion existente entre la emisién fluorescente producida por



los fitoquimicos alterados debido a la presencia de aflatoxinas y la emision de las

nueces cuyos componentes no han experimentado ningun cambio.

En resumen, existen varias posibles explicaciones por las cuales el maiz inoculado

con A. flavus no emiti6 fluorescencia al ser expuesto a la luz UV. A continuacion, se

detallan y amplian estas explicaciones:

Tiempo de incubacion: Las aflatoxinas se producen después de un periodo
de incubacion en el cual el hongo A. flavus tiene la oportunidad de crecer y
generar las toxinas. Es posible que el tiempo de incubacion utilizado en el
experimento no haya sido suficiente para que las aflatoxinas se produzcan
en cantidades detectables mediante la luz UV. La produccion de aflatoxinas
esta influenciada por factores como la temperatura, la humedad y la
disponibilidad de nutrientes en el sustrato. Si las condiciones no fueron
Optimas para el crecimiento y la produccion de aflatoxinas, es posible que la
emision de fluorescencia no se haya manifestado.

Concentracion de aflatoxinas: La cantidad de aflatoxinas producidas por el
hongo puede variar segun las condiciones de crecimiento. Si Ia
concentracion de aflatoxinas generada fue demasiado baja, es posible que
no haya sido suficiente para ser detectada mediante la luz UV. Las
condiciones ambientales, la presencia de otros compuestos en el sustrato y
la competencia con otros microorganismos pueden influir en la produccion de
aflatoxinas. En algunos casos, puede ser necesario emplear técnicas de
detecciébn mas sensibles o realizar anadlisis cuantitativos para detectar
concentraciones bajas de aflatoxinas.

Método de deteccion: La seleccion y aplicacién correcta del método de
deteccion es fundamental para la deteccion de aflatoxinas mediante la luz
UV. Existen diferentes técnicas y protocolos disponibles, como el uso de
lamparas de luz UV de diferentes longitudes de onda, la preparacion
adecuada de las muestras y la interpretacion de los resultados. Si el método
de deteccion utilizado no fue apropiado o no se siguieron las instrucciones

correctamente, es posible que las aflatoxinas no se hayan detectado. Es



importante asegurarse de utilizar un método validado y seguir los pasos y
condiciones adecuados para garantizar la precision y fiabilidad de los

resultados.

9. Conclusiones

Se cuantificé el comportamiento de supervivencia de A. flavus en maiz criollo
(Zea mays) a temperatura ambiente por 15 dias bajo condiciones deficientes
de humedad.

Se concluye que ambos aceites esenciales tienen efectos inhibidores contra A.
flavus, lo que indica que podrian ser potencialmente utiles como agentes
antifngicos.

Se determiné la concentraciéon minima inhibitoria de los aceites esenciales de
clavo (Syzygium aromaticum) y arbol de té (Melaleuca alternifolia) para la
inhibicion de A. flavus en maiz criollo (Zea mays) por fase de vapor, siendo 750
ul la concentracién con mayor efecto antifungico.

Se comprobd que el método cualitativo de luz UV para detectar la presencia de
aflatoxinas de A. flavus en maiz criollo (Zea mays) contaminado, es una técnica
rapida y no destructiva, aunque no tan confiable puesto que no hubo obtencion

de resultados significativos.



10. Recomendaciones

Se recomienda para estudios posteriores:

» Ampliar la duracion de las cinéticas: Se sugiere extender el tiempo de estudio
para obtener cinéticas mas completas y comprender mejor los efectos de los
factores de estrés en diferentes etapas del proceso. Esto permitira analizar la
evolucion de los microorganismos a lo largo del tiempo y obtener resultados mas
representativos.

* Investigar otros microorganismos y factores de estrés: Es recomendable ampliar
la investigacion para incluir otros microorganismos relevantes y evaluar como
diferentes factores de estrés, como el pH, la actividad de agua, la temperatura y
los agentes antimicrobianos, afectan su crecimiento y supervivencia. Esto
proporcionara una vision mas completa de los efectos de los factores
ambientales en la seguridad de los alimentos.

» Simular condiciones reales de contaminacion: Es importante replicar las
condiciones reales en las que los alimentos estan expuestos a la contaminacion.
Esto implica crear ambientes de prueba que imiten las etapas del procesamiento
y almacenamiento de los alimentos. Al hacerlo, se obtendran resultados mas
relevantes y aplicables a la vida real.

+ Estudiar la combinacién de aceites esenciales en alimentos especificos: Es
recomendable investigar el efecto de la combinacion de diferentes aceites
esenciales en alimentos de interés, como frutas cortadas, carnes sazonadas,
panes saborizados, entre otros. Esto permitira identificar sinergias y potenciales
efectos antimicrobianos mas robustos en estos alimentos.

» Utilizar técnicas confirmatorias y controles positivos: Para mejorar la validez y la
comparabilidad de los resultados, se sugiere utilizar técnicas confirmatorias
adicionales para la deteccion de aflatoxinas. Estas técnicas pueden incluir
métodos analiticos mas sensibles y especificos, como cromatografia de alta

resolucion, espectrometria de masas u otras técnicas validadas. Ademas, el uso



de controles positivos permitira establecer puntos de referencia y comparar los

resultados obtenidos.

Implementar estas recomendaciones en futuras investigaciones contribuira a
obtener resultados mas solidos y relevantes en el estudio de los microorganismos,

los factores de estrés y la deteccidon de contaminantes en los alimentos.
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