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RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 el analisis del efecto inhibitorio de los aceites
esenciales de canela y tomillo durante el almacenamiento de maiz en
condiciones favorables para el desarrollo de Aspergillus flavus Link vy
produccién de aflatoxinas.

En un estudio preliminar in vitro se probé el efecto fungicida y fungistatico de
los aceites esenciales de anis, canela, clavo, eucalipto, hierbabuena, limén
centrifugado, limon frio, mejorana, naranja, orégano, tomillo blanco, tomillo rojo
y toronja en una concentracion de 2000 ppm en el crecimiento de Aspergillus
flavus (Anexo 1).

De los aceites que presentaron efecto fungicida in vitro fueron empleados para
realizar la prueba in vivo, para lo cual se realizaron dos experimentos en donde
se almacené el grano de maiz con humedad relativa de 85% a temperatura de
28°C. Para el primer experimento el contenido de humedad del maiz fue de
13%; las concentraciones de los tratamientos de los aceites esenciales de
canela, tomillo y la mezcla de ambos aceites (50/50) fueron de 2000, 3000 y
4000 ppm. Encontrando que ambos aceites esenciales, en todas las
concentraciones, tuvieron efecto inhibitorio de 83- 100%, durante el periodo de
almacenamiento de 182 dias. En el segundo experimento el contenido de
humedad del maiz fue de 18%, las concentraciones de los tratamientos de los
aceites esenciales de canela, tomillo; fueron de 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm,
en este caso el aceite que mostro un mejor efecto fue el de canela en las
concentraciones de 2000, 3000, 4000 ppm presentado inhibicion de 78-100% vy
tomillo en la concentracion de 4000 ppm con 98% de inhibicién durante un

periodo de almacenamiento de 49 dias de A. flavus.



INTRODUCCION

El maiz junto con el trigo y el arroz es uno de los principales cereales a nivel
mundial, suministra elementos nutritivos a los seres humanos y a los animales
y es una materia basica para la industria de transformacién (FAO, 1993). En
muchos paises como en México, representa el principal alimento para gran
parte de la poblacién, que lo consume en formas muy variadas por ser rico en
hidratos de carbono como glucosa, sacarosa, fructosa (Badui, 1993).

Uno de los grandes problemas de la inocuidad de los alimentos, lo constituye la
continua contaminacién por hongos, que no sélo deterioran a los alimentos,
ocasionando grandes pérdidas, sino que también producen micotoxinas que
causan diversos dafios a al hombre o animal que los ingiere.

Aspergillus flavus L. es uno de los principales contaminantes del maiz y es
productor de micotoxinas conocidas como aflatoxinas que son potentes
mutagénicos, cancerigenos, teratogénicos, hepatotdxicos, inmunosupresores,
también inhibe varios sistemas metabdlicos (IARC, 1993; Minto y Townsend,
1997). Las principales caracteristicas fisicoquimicas de las aflatoxinas son:
presentan fluorescencia, son resistentes a altas temperaturas (de 260 a
320°C), de modo que no se pueden eliminar al aplicar diversos tratamientos
térmicos como al hervir, asar o pasteurizar los alimentos; carecen de color, olor
y sabor. Las aflatoxinas se producen en el campo o en el almacén, ya que el
hongo prolifera en ambas éareas; en el almacén es donde se incrementa
considerablemente la contaminacion, dado que el grano esta vivo generando
agua como parte de su ciclo respiratorio, produciendo humedad y calor,
condiciones favorables para su crecimiento y la produccion de las aflatoxinas
(InfoAserca, 1994). La presencia de estos hongos téxicos en los alimentos y
granos, almacenados por largos periodos de tiempo, representan riesgos
potenciales para la salud humana y animal; la conservacion eficaz del maiz se
basa esencialmente en el manejo de las condiciones que prevalecen durante el

almacenamiento, es decir en las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas



del grano, la duracion del periodo de almacenamiento y en las caracteristicas
funcionales del lugar del almacenamiento (FAO 1993).

En las dltimas décadas, numerosos paises han incorporado a su legislacion
regulaciones dirigidas a establecer los niveles de maximos de micotoxinas en
los alimentos destinados al hombre y los animales con el fin de salvaguardar su
salud.

Con la aplicacion de productos quimicos para proteger a los cultivos del ataque
de microorganismos y el mal uso de estas sustancias, se han venido
provocando efectos nocivos a la salud humana y al ambiente (contaminacién
del agua, erosion del suelo, también se ha afectado la flora y la fauna benéfica,
etc.). Debido a los problemas que presenta el manejo de los fungicidas
sintéticos se han desarrollado alternativas ecolégicas para el control de
hongos. Con algunas especies vegetales se han realizado trabajos
relacionados al efecto antifungico, se cree que de estos compuestos existen

bastantes y solo se conocen muy pocos (Bosquez et al, 2009).



. ANTECEDENTES

1.1.0 Maiz

Botanicamente, el maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas y
es un planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular fibrosos. Se trata
de una especie que se produce por polinizaciéon cruzada y la flor femenina
(elote, mazorca, espiga) y la masculina (espiguilla) se hallan en lugares
distintos de la planta.

La palabra maiz de origen indio caribefio, significa literalmente “lo que sustenta
la vida”. El cultivo del maiz tuvo su origen, en América Central, especialmente
en México. La evidencia mas antigua de la existencia del maiz, de unos 7,000
aflos de antigliedad, ha sido encontrada por arquedlogos en el valle de
Tehuacan (FAO, 1993).

El maiz se cultiva en todas las regiones del mundo aptas para las actividades
agricolas y se cosecha todos los meses del afio. Crece desde los 58° de latitud
norte en el Canadd y Rusia hasta los 40° de latitud sur en el hemisferio
meridional. Se cultiva en regiones por debajo del nivel del mar en la llanura del
Caspio y a mas de 4000 metros de altura en los Andes peruanos (ICMSF,
2001).

1.1.1 Descripcién botéanica

Segun la FAO (1993), se puede definir la planta del maiz como un sistema
metabdlico cuyo producto final es, en lo fundamental, almidén depositado en
los granos.

Asi mismo, el desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisioldgicas:
a) Fase vegetativa. Se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que
aparecen las estructuras florales. Esta fase consta de dos ciclos:

1.- Primer ciclo. Se forman las primeras hojas y el desarrollo es
ascendente; en este ciclo, la produccion de materia seca es lenta y finaliza con
la diferenciacion tisular de los 6rganos de reproduccion.

2.- Segundo ciclo. Se desarrollan las hojas y los Organos de

reproduccion este ciclo acaba con la emision de los estigmas.



b) Fase de reproduccion. Se inicia con la finalizacion de las estructuras
femeninas que se diferencian en espigas y granos. Se divide en dos etapas:

1.- Etapa inicial. Se caracteriza por el incremento de peso de las hojas y
otras partes de la flor.

2.- Segunda etapa. El peso de los granos aumentan con rapidez.

En cuanto su composicion el grano constituye aproximadamente el 42% del
peso seco de la planta.

1.1.6 Estructura de la semilla
El grano de maiz se denomina botdnicamente caridpside o cariopsis cada
grano contiene el revestimiento o cubierta seminal y la semilla.

La Figura 1 muestra las cuatro estructuras fisicas del grano: el pericarpio,

cascara o salvado, el endospermo y el germen o embrion.

....:_‘:‘

it Epidermis
li—— Mesocarpio
i Células transversales
Células tubulares
Cubierta seminai
(testa)
Capa de aleurona

PERICARPIO

(parte del endospermo,
g pero que se separa
i \_ con el saivado)

Endospermo cristalino
Endospermo harinoso
Células llenas

de granulos de almidon

en una matriz proteica
Paredes de células

ENDOSPERMO

__  Escuteio
™~ Plimula o
gémula y
—_hojas primarias
"™ Radicuia o raiz
rudimentaria

Pilorriza

Figura 1. Corte longitudinal del grano de maiz.

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura

y la Alimentacién (FAO) 1993. El maiz en la nutricion humana.

En el Cuadro 1 se muestra la distribucion ponderal de cada una de las
estructuras antes mencionadas.



Cuadro 1. Distribucion ponderal de las principales partes del grano.

Estructura  Distribucién ponderal

(%)
Pericarpio 5-6
Aleurona 2-3
Endospermo 80-85
Germen 10-12

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacion (FAO) 1993. El maiz en la nutricion humana.

1.1.2 Composicion quimica
En el Cuadro 2, se muestra la composicién quimica de las principales partes
del grano de maiz que difieren considerablemente entre si. Composicion

determinada por las caracteristicas genéticas.

Cuadro 2. Composicion quimica proximal de las partes principales

de los granos de maiz.

Estructura
Componente Quimico Pericarpio Endospermo  Germen
(%)

Proteinas 3,7 8,0 18,4
Extracto etéreo 1,0 0,8 33,2
Fibra cruda 86,7 2,7 8,8
Cenizas 0,8 0,3 10,5
Almidoén 7,3 87,6 8,3
Azucar 0,34 0,62 10,8

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)

1993. El maiz en la nutricibn humana.

El pericarpio o cubierta seminal se caracteriza por un elevado contenido de
fiora cruda, aproximadamente 87%, la que a su vez esta formada
fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0.1%). La
capa aleurona tiene un contenido relativamente elevado de proteinas (z19%) y
de fibra cruda. El endospermo contiene un nivel elevado de almidén (z 87%),

aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de grasas crudas



relativamente bajo. El germen se caracteriza por un elevado contenido de
grasa cruda (33%), proteinas (20%) y minerales.

Los principales componentes del grano de maiz son:

Almidén. Componente quimico principal del grano de maiz, corresponde
hasta el 72-73% del peso del grano. El almidon esta formado por dos polimeros
de glucosa: amilosa y amilopectina. La amilosa es una molécula esencialmente
lineal de unidades de glucosa, que constituye hasta el 25-30% del almidén
(Boyer y Shannon, 1987). Otros hidratos de carbono son azucares sencillos en
forma de glucosa, sacarosa y fructuosa, en cantidades que varian del 1-3% del

grano.

Proteinas. Constituyen el siguiente componente quimico del grano en
orden de importancia. El contenido de proteinas puede oscilar del 8-11% del
peso del grano y en su mayor parte se encuentran en el endospermo. Las
proteinas estan formadas por lo menos por cinco fracciones distintas.
Conforme a su descripcion, las albuminas (7%), las globulinas (5%) y el
nitrégeno no proteico en 6% (Landry y Moureaux, 1982).

Aceites y &cidos grasos. El aceite de grano de maiz se encuentra
fundamentalmente en el germen y viene determinado genéticamente, en un
rango que van del 3 al 18%. El aceite de maiz tiene un bajo nivel de &acidos
grasos saturados: acido palmitico (11%) y estearico (2%). Contiene niveles
relativamente elevados de acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente
acido linoleico (24%); cantidades reducidas de &cido linolénico y arquiddnico
(Bressani et al, 1989).

Fibra dietética. El contenido total en los granos de maiz de fibra dietética

soluble es de 13 % e insoluble es de 1% aproximadamente (Sandstead et al,
1978).

Minerales. La concentracion de cenizas que contienen a la mayor
cantidad de minerales en los grano de maiz es de aproximadamente 1.3%. El

germen es relativamente rico en minerales, con un valor medio de 11%
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comparado con el 1% del endospermo. El germen proporciona cerca del 78%
de todos los minerales del grano. EI mineral que mas abunda es el fosforo, en
forma de fitato de potasio y magnesio, encontrandose en su totalidad en el

embrion con valores aproximadamente de 0.09% (Bressani et al., 1989).

Vitaminas liposolubles. El grano de maiz contiene dos vitaminas solubles

en grasa, la provitamina A, o carotenoide, y la vitamina E. La mayoria de los
carotenoides se encuentran en el endospermo duro del grano y Unicamente
pequefias cantidades en el germen. La vitamina E, se halla principalmente en
el germen. La fuente de la vitamina E, son cuatro tocoferoles: el mas activo
biologicamente es el tocoferol alfa, aunque el tocoferol-gamma es

probablemente mas activo como antioxidante (FAO, 1993).

Vitaminas hidrosolubles. Las vitaminas solubles en agua se encuentran

sobre todo en la capa aleurona del grano de maiz y en menor medida en el
germen y el endospermo. El grano de maiz tiene cantidades variables de
tiamina y riboflavina. Otras vitaminas, como la colina, el &cido félico y el acido
pantoténico, se encuentran en concentraciones pequefiisimas (FAO, 1993).

1.1.4 Variedades
El maiz tiene una gran variabilidad en el color del grano, la textura, la
composicién y la apariencia. Pueden ser clasificados segun Paliwal et al,
(2001) en base a:

a) La constitucion del endospermo y del grano.

b) El color del grano.

c) Elambiente en que es cultivado.

d) La madurez.

e) Su uso.

Hay varios tipos de granos, que se distinguen por las diferencias de los
compuestos quimicos depositados o almacenados en él (FAO, 1993). Las
variedades cultivadas fundamentalmente para alimentacién se han clasificado

de la siguiente forma:



= Por la constitucion del endospermo.

Duro. Los granos de este tipo de maiz son duros, lisos y contienen poco
almidon suave. El endospermo esta constituido sobre todo de almidén duro
corneo con solo una pequeiia parte de almidén blando en el centro del grano
(Hall, 1981).

Dulce. Esta caracterizado por una apariencia traslucida y cérnea cuando
esta inmaduro y por una condicion vitrea cuando esta seco. Las mazorcas se
recogen verdes y se usan para enlatado y para consumo en fresco (Hall, 1981).
En este tipo de maiz, la conversion del azlcar en almidon es retardada durante

el desarrollo del endospermo.

Dentado. Tiene endospermo calloso y vitreo a los lados y en la parte
posterior del grano, en tanto que el nlcleo central es blando. Este tipo de maiz
es genialmente de mayor rendimiento que otros tipos, se estima que el 95% de
la produccion de Estados Unidos es con maiz de este tipo (FAO, 1993). El
endospermo del maiz dentado tiene mas almidon blando que los tipos duros y
el almidon duro esta limitado solo a los lados del grano (Paliwal et al, 2001). Al
secarse y contraerse rapidamente el almidosn suave, se tiene el caracteristico
dentado (Hall, 1982).

Amilaceo o harinoso. Se caracteriza por un endospermo harinoso, sin

endospermo cristalino. Estos granos estan compuestos en gran parte por
almidon suave y tienen pocos dientes o ninguno (Hall, 1981). Estos tipos de
maices harinosos muestran gran variabilidad en el color de grano y textura
(Paliwal et al, 2001).

Cristalino. Generalmente el grano es liso y redondo; posee un

endospermo grueso, duro y vitreo, granuloso y amilaceo (FAO, 1993).

Palomero. Es una de las razas mas primitivas y es una forma extrema de
maiz cristalino. Se caracteriza por un endospermo cristalino muy duro, que
solamente tiene una pequefia porcion de endospermo harinoso. Sus granos

son redondos (como perlas) o puntiagudos (como el arroz). La capacidad de
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reventar parece estar condicionada a la proporcion relativa de endospermo
corneo, en el que los granulos de almidén estan incrustados en un material
coloidal tenaz y elastico que resiste la presion de vapor generada dentro del
grano al calentarse, hasta que alcanza una fuerza explosiva, que lo hace

aumentar su volumen original unas 30 veces.

= Por el color del grano
El maiz también es clasificado segun Mora, (1997) por su color a menudo es de
color blanco o amarillo, aunque también hay variedades de color negro, rojo y
jaspeado.

Blanco. Es todo grano entero o grano quebrado grande de maiz de color
blanco, que presenta un valor menor o igual a 5% de maices amarillos y que
contenga como maximo 5% de maices oscuros (rojo, azul y morado). Un ligero
tinte cremoso, pajizo o rosado, no influye para designarlo como blanco. Las
industrias harineras y almidoneras prefieren este maiz debido al color blanco

gue imparte al producto terminado.

Amarillo. Es aquel maiz de granos amarillos o con coloracion rojiza, y
gue tenga un valor menor o igual a 6% de maices de otro color. Se utiliza en la

fabricacion de frituras de maiz, dada la coloracion final del producto.

Rojo. Es todo grano entero o grano quebrado grande de maiz que tiene

un color de rojo a rojo oscuro en al menos la mitad de su superficie.

Mezclado. Hay dos tipos diferentes de mezclado:

» Mezclado 1. Lo define como todo aquel maiz blanco que
contenga entre el 5.1 y el 10% de maices amarillos, asi como el
maiz amarillo que presenta un valor entre el 5.1 y el 10 % de
maices blancos. Ambos sin sobrepasar el 5% de maices oscuros.

» Mezclado 2. Son aquellos maices blancos que presentan mas del
10% de maices amarillos, asi como los maices amarillos que
contengan mas del 10% de granos blancos. Ambos sin
sobrepasar el 5% de maices oscuros.
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Pinto. Es el maiz blanco, amarillo y mezclado que contenga mas del 5%
de maices oscuros (rojo, azul y morado). Este maiz no es muy aceptado por la
industria harinera, ya que le imparte una coloraciéon no deseada al producto

final.

1.1.5 Cosecha

El maiz se cosecha habitualmente cuando tiene alto el contenido de humedad
del 18 al 24%. EIl deterioro ocasionado al grano (normalmente durante la
operacion de descascaramiento) guarda relacion con el contenido de humedad
en el momento de la cosecha; cuanto menor sea la humedad menor sera el
deterioro (FAO, 1993). Cuanto mas tiempo se demore la cosecha mas
humedad perderan los granos. Cuanto mas tiempo transcurra el maiz en el
campo, mayor posibilidad tendra de sufrir ataques de insectos y de hongos
(Granados, 2001).

La calidad fisica del grano puede modificarse a causa de la cosecha mecanica,
el descascaramiento y el secado. Los dos primeros procesos dan lugar en
ocasiones a dafios externos, como la ruptura del pericarpio y de partes en torno
al germen, lo cual facilita el ataque por los insectos y hongos. El secado, en
cambio, no ocasiona dafios fiscos marcados, pero si es demasiado rapido y se
efectla a temperaturas elevadas, puede hacer que se formen quebraduras por
la tension, asi como ampollas y decoloramiento que tendran repercusiones en

la molienda en seco y en otros procesos (FAO, 1993).

1.1.6 Almacenamiento

Todos los granos como las semillas son seres vivos, en consecuencia respiran
y utilizan el oxigeno del aire, producen biéxido de carbono, agua y energia que
se traduce en calor, pero a un nivel metabdlico tan minimo que diera la
impresion de estar sin vida (Cerovich y Miranda, 2004).

La conservacion eficaz del maiz, al igual que la de otros cereales, se basa
esencialmente en las condiciones ambientales durante el almacenamiento, en
las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del grano, en la duracion del
almacenamiento y en el tipo y caracteristicas funcionales del lugar del
almacenamiento. Los factores de importancia que influyen al respecto son de
dos clases:
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Origen bidtico. Comprenden todos los elementos o agentes vivos que

encontrdndose en condiciones favorables para su desarrollo, utilizan el grano
como fuente de elementos de nutricion y con ello ocasionan su deterioro (FAO,
1993). La presencia de hongos, bacterias, insectos y sus ciclos reproductivos
estan muy vinculados con la humedad relativa y la temperatura de almacén.
Ademas de los factores previamente sefialados, también se debe considerar
otros que de alguna manera inciden sobre el almacenamiento de semillas como

son segun Cerovich y Miranda, (2004):

= Caracteristicas genéticas de la especie.
Bajo iguales condiciones de almacenamiento, la longevidad de las semillas
varian entre especies, entre cultivos de una misma especie, entre lotes y

hasta entre individuos de un mismo lote.

= Historia de la precosecha del cultivo.

Antes de la cosecha el cultivo esta expuesto a una serie de factores que
pueden mermar su calidad, y ningin almacenamiento por muy bueno que
sea, puede mejorarla. Es recomendable guardar siempre las semillas
maduras, con baja incidencia de dafios mecanicos o por patégenos y que
no hayan sido sometidas a excesivo estrés de temperatura y humedad
durante su maduracién y cosecha, ya que son mas propensas al ataque de

hongos.

= Estructura y composicién quimica de la semilla.

Ciertas estructuras como las glumas en los cereales, ayudan a prolongar la
longevidad de las semillas; ambas aristas, parecen tener efecto inhibitorio
sobre el desarrollo de hongos en los cereales almacenados; el tamafio y
arreglo de las estructuras esenciales de las semillas y la composicion

guimica de éstas, también son factores que afectan el almacenamiento.
= Grado de madurez.

Cuando las semillas estan fisioldgicamente maduras presentan la maxima

calidad en todos sus atributos como tamafio, peso, germinacion y vigor, por
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lo tanto semillas llenas, sanas y maduras se almacenan mejor que aquellas

gue no hayan alcanzado su total grado de madurez.

* Presencia de latencia.

Muchas semillas pueden desarrollar cierto grado de latencia cercano al
momento de la cosecha. Esta latencia puede ser debida a diversas causas,
como barreras fisicas causadas por algunas estructuras o bien por aspectos
fisiologicos relacionados con el embrién por presencia de inhibidores o

como sucede en muchos casos, una combinaciéon de factores.

» Dafios mecanicos.

Estos en las semillas son producto del uso excesivo y/o inadecuado de
maquinarias, que no solo producen magulladuras y abrasiones que se
manifiestan por un r4pido descenso y pérdidas de vigor, dando origen a
plantulas débiles y anormales, sino que hacen a las semillas mas
vulnerables a infecciones secundarias por hongos e insectos, provocando

un rapido deterioro del material.

Origen abidtico. Comprende la humedad de equilibrio de la semilla, la humedad

relativa, la temperatura, el periodo de almacenamiento y la composicién de
gases de la atmésfera del almacén (FAO, 1993). Estos factores son descritos
segun Cerovich y Miranda, (2004).

» Humedad de equilibrio y humedad relativa del aire.

Las semillas son higroscoépicas y absorben o liberan humedad, dependiendo
del ambiente donde se les coloque y su contenido de humedad final se
estabiliza cuando estas se exponen a un ambiente especifico por un
periodo de tiempo determinado. La humedad de equilibrio depende del tipo
de semillas, de la temperatura y la humedad relativa del ambiente. Las
plagas y patdégenos que atacan el grano son menos atraidas al grano seco,
por el contrario el deterioro de grano humedo es muy rapido y puede llegar

a niveles de 100% de pérdidas.
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= Temperatura.

El contenido de humedad de la semilla también incrementa cuando
aumenta la temperatura; siempre y cuando la humedad relativa permanezca
estable. Cuando la temperatura del aire se calienta, las semillas disminuiran
su humedad de equilibrio. Los microorganismos que atacan el grano
almacenado se desarrollan rdpidamente a temperaturas entre 28 y 32°C si
se encuentra la humedad disponible. La temperatura ird en aumento debido

al metabolismo y crecimiento, causando la descomposicion del grano.

» Almacenaje.

Las condiciones ambientales del almacén determinan si el grano puede ser
almacenado con seguridad. Si el grano esta expuesto a humedades o
temperaturas altas comenzard el proceso de deterioro. Este proceso

continuara mas rapidamente si el grano se encuentra en malas condiciones.

» (Gases en la atmosfera.

Entre los factores quimicos, el oxigeno y biéxido de carbono influyen
fuertemente sobre los granos y semillas almacenados, lo que esta
relacionado con el volumen y la porosidad de las semillas almacenadas y
los procesos de respiracion. Mientras menor sea el contenido de oxigeno de
un almacén, menor serd la respiracién del grano y la actividad de los

insectos y los microorganismos reducen sus efectos de dafio.

Las caracteristicas fisicas y bioquimicas del grano influyen en los efectos de

ciertos factores bibticos y abidticos. La baja conductividad térmica del grano,

capacidad de absorcion de agua, estructura, composicion quimica, ritmo de

respiracion y calentamiento, la textura y consistencia del pericarpio y el método

y condiciones del secado influyen en los cambios que tienen lugar durante el
almacenamiento (FAO, 1993).

1.1.7 Importancia del maiz

El maiz se utiliza principalmente como alimento, forraje y materia prima para la

industria.
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Alimento. Se puede utilizar todo el grano maduro o no, o bien se puede
elaborar como técnicas de molienda en seco para obtener un ndmero
relativamente amplio de productos intermedios, como por ejemplo sémola de
particulas de diferentes tamafos, harinas, que a su vez tienen un gran nimero

de aplicaciones en una amplia variedad de alimentos.
Forraje. En paises desarrollados mas del 60% de la produccion se
emplea para elaborar piensos compuestos para aves de corral, cerdos y

rumiantes.

Materia prima. Los subproductos de la molienda en seco son el germen,

que se utiliza para obtener aceite comestible de elevada calidad y la cubierta
seminal o pericarpio se emplea fundamentalmente como alimento y fuente de
fibra dietética. La molienda humeda produce almidéon de maiz subproductos
entre los que figura el gluten, compuesto por un conjunto de proteinas
individuales que se pueden clasificar en dos grupos: las prolaminas y las
gluteninas. El tipo de prolamina del maiz es la zeina representando el 52% de
las proteinas del grano, mientras que las gluteninas corresponden al 25%.
Otras proteinas presentes en el grano de maiz son las globulinas que se
encuentran en un 5% y las albuminas en 7%. Las proteinas del maiz son de
bajo valor nutrimental por que son deficientes en aminoacidos esenciales como
la lisina y el triptéfano (Wrigley et al,2004). El gluten se utiliza como ingrediente
alimenticio, mientras que el germen de maiz elaborado para producir aceite da
como subproducto harina de germen que se utiliza como pienso (ICMSF,
2001).

Los principales tipos de productos derivados del maiz son:
= Cereales cocidos, que se comen directamente después de su coccion.
» Harinas elaborados a partir de la molturacion del cereal y los productos,
como bizcochos y galletas.
* Productos deshidratados, consumidos usualmente como productos para
el desayuno (ICMSF, 2001).
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Las aplicaciones de los residuos de la planta de maiz, que se utilizan, entre
otras cosas, como alimento para animales y como base para extraer diversos
productos quimicos de las panojas (mazorca de maiz). También tiene

importancia como elementos para mejorar los suelos (FAO, 1993).

1.1.8 Produccion nacional

Desde el punto de vista alimentario, econdmico y social, el maiz es el cultivo
mas importante de México. Durante el periodo 1996-2006 ocup6 el 51% de la
superficie sembrada y la cosecha total en promedio anual; gener6 el 7.4% del
volumen de produccién agricola total, representando el 30% del valor total de la
produccion. En México se producen diversas variedades de maiz, sin embargo
la mas importante es la del maiz blanco, cuya participacion en la produccion
total de maiz fue de 94% promedio en el bienio 2004-2005, en tanto que la
participacion del maiz amarillo significé el 6% en promedio durante el periodo
de referencia.

En comparacion con la produccion de cereales que son importantes en el
consumo humano y animal del pais (arroz, sorgo y trigo), en el periodo de
1996-2006 la produccién de maiz registré una tasa media anual de crecimiento
(TMAC) de 2.0%, como se muestra en la Figura 2. No obstante en los periodos
agricolas en 2002 y 2005 se registr6 un decremento de 4.0 y 11%,

respectivamente (Cruz, et al, 2008).
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Figura 2. Participacion del maiz en la produccién de cereales (1996-2006).

Fuente: Sistema de Informacion Agropecuaria de Consulta (SIACON-SIAP), 2009.

16



La participacion del volumen obtenido de maiz en la produccion total de
cereales es creciente, ya que en 1996 la participacién del maiz fue de 61.5%,
en tanto que en 2006 llega al maximo nivel alcanzado en el periodo que se
analiza: 68.6% de la produccion total de cereales.

Durante el periodo 1996-2006 se produjo un promedio anual de 19.3 millones
de toneladas del grano de maiz, con un valor promedio anual de 29,090
millones de pesos (Cruz, et al, 2008).

1.1.8.1 Principales Regiones Productoras

La produccion del maiz esta diseminada en todo el territorio nacional; sin
embargo, las regiones Centro Occidente y Sureste del pais aportaron el 57.5%
de la produccion total durante el periodo 1996-2006; la del Centro el 19%.
Después de éstas se encuentran las regiones Noroeste y Noreste, cuya
participacion se cifra en 17 y 7%, respectivamente, como se muestra en la

Figura 3.

[T] Region Centro Occidente
B Region Sureste
. Region Noloeste

[ Region Centro

[T Region Horeste

Figura 3. Produccion de los principales productores de maiz en México
(1996-2006 en toneladas).

Fuente: Sistema de Informacion Agropecuaria (SIACON), 2009.

En el ambito estatal, cinco entidades de la Republica contribuyen con el 55%

de la produccién total promedio anual (19.3 millones de toneladas), siendo los
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principales estados productores, en orden de importancia: Jalisco con 15.4%,
Sinaloa, con 14.4%; Estado de México con el 9.9%; Chiapas, 9%, y Michoacan
con el 6.5%. La produccion conjunta de estos estados es equivalente a
10,652.3 miles de toneladas. El 45% restante de la produccién se distribuye en
27 estados del pais, entre los que destacan Guerrero, Veracruz, Guanajuato,
Puebla, Oaxaca y Chihuahua.

Se estima que la TMAC de la producciéon para el periodo 2007-2012 sera de
1.6%; comportamiento que se explica por la mayor obtencién de volumen por
hectarea en los principales estados productores del ciclo Otofio-Invierno,
localizados en el norte de la Republica, como son: Sinaloa, Tamaulipas y
Sonora, de acuerdo con el orden de importancia. Se espera que en la primera
entidad se alcance un rendimiento promedio cercano a las diez toneladas por
hectarea (Cruz, et al, 2008).

1.1.9 Importaciones 1996-2006

México es el cuarto productor de maiz en el mundo, pero también es un
importante consumidor del mismo. Aunque se cubre practicamente la totalidad
de la demanda del maiz blanco con la produccion nacional, el pais es deficitario
en maiz amarillo, especificamente grano amarillo No. 2, que tiene diversos
usos, principalmente pecuario, por lo cual se tienen requerimientos de
importacion superiores a los 5 millones de toneladas promedio anual. Durante
el periodo 1996-2006, las importaciones de maiz representaron, en promedio,
el 39% de la produccion nacional (sin contar 1997, cuando dicha participacion
bajé a 14%). En 2006 las importaciones fueron equivalentes a 7.53 millones de
toneladas de maiz amarillo y blanco; la participacion del primero en este total
represento el 97%, en tanto que la del segundo significdé 3%. EIl principal

proveedor del maiz requerido por México es Estados Unidos (Cruz, et al, 2008).

1.1.10 Exportaciones 1996-2006

Las exportaciones de maiz en México han sido poco significativas y muy
fluctuantes a través de los afos, fundamentalmente de maiz blanco principal
variedad que se produce en nuestro pais para satisfacer la demanda de
consumo humano, sobre todo para la elaboracion de tortillas, entre una gran

diversidad de productos culinarios.
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Los paises hacia los que se destinan las exportaciones de México de maiz
blanco son principalmente de Centroamérica. Estados Unidos también compra
el maiz blanco de México en un promedio anual aproximadamente 500

toneladas anuales (Cruz, et al, 2008).

1.1.11 Produccion mundial

Por lo que se refiere la produccion mundial de maiz, ésta registr6 una tasa
media de crecimiento anual de 2% en el periodo de analisis, muy superior a la
experimentada por la superficie cosechada que tuvo un ritmo de crecimiento de
tan s6lo 0.6% anual. Lo anterior se explica por la dinamica de crecimiento de
los rendimientos que fue de 1.4% anual; esto, gracias a la utilizacién de
semillas mejoradas y tecnologias de punta.

De acuerdo con informacién de la FAO, en 2005 se alcanzé un volumen de
711.8 millones de toneladas, inferior al 2.2% al obtenido en 2004, cuando llegé
a una cifra récord de 726.5 millones (SIACON-SIAP, 2009).

Los principales paises productores de maiz son: Estados Unidos de América,
que contribuy6 con el 40% de la produccion total, seguido por China con el
19%, Brasil con 6% y México con 3% como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Produccion mundial de los principales paises productores de maiz
(Promedio 1996-2005, en Toneladas)

Fuente: Sistema de Informacién Agropecuaria y de Consulta (SIACON-SIAP) con datos de FAO, 2009.
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Asi, el comercio mundial ha aumentado entre 1995 y 2004, con un crecimiento
en la participacion de la produccion mundial, de 13 a 14%, como se muestra en
la Figura 5; porcentaje que representa mas de 80 millones de toneladas
meétricas en promedio. En este renglon destaca la participacion de Estados
Unidos con el 60% de las ventas mundiales (fundamentalmente de la variedad
amarilla), seguido por Argentina, con el 12%; Francia con el 9% y China con el
8% (Cruz et al, 2008).
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Figura5. Analisis de la produccion mundial

Fuente: Sistema de Informacién Agropecuaria y de Consulta (SIACON-SIAP) con datos de FAO, 2009.

1.2.0 Aceites Esenciales

Un aceite esencial es un liquido oleoso volatil, generalmente insaponificable,
gue se obtiene de las diferentes partes de una planta (hojas, raices, flores y
frutas) por algin método fisico de extraccion. En el reino vegetal se conoce la
estructura quimica de aproximadamente 10,000 metabolitos secundarios, pero
se calcula que deben de existir alrededor de 40,000 de ellos de muchas
especies de plantas que aun no han sido estudiadas (Swaminathan, 1998).

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, muy raramente
tienen color y su densidad es inferior a la del agua. Representan la fraccion
aromatica mas importante del vegetal; esta constituida por una mezcla muy

compleja de compuestos, principalmente terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles,
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acidos, aldehidos y ésteres. Son liposolubles, solubles en alcoholes y en
disolventes organicos se solubilizan parcialmente en etanol, en cloroformo y en
aceites fijos y es insoluble en agua (ICMFS, 2001). Son aceites volatiles,
aromaticos de la plantas. No tienen nada que ver con los aceites comestibles

puesto que no son ésteres de glicerol (Badui, 1993).

1.2.1 Clasificacion de aceites esenciales
Los aceites esenciales se clasifican por su consistencia, origen y naturaleza
quimica de los componentes mayoritarios, de la siguiente manera:
Consistencia
» Esencias fluidas. Las esencias fluidas son liquidos voléatiles a
temperatura ambiente.
» Balsamos. Son de consistencia mas espesa, son poco Vvolatiles y
propensos a sufrir reacciones de polimerizacion.
= Oleorresinas. Tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y

son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas.

Origen

= Naturales. Se obtienen directamente de la planta y no sufren
modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su
rendimiento tan bajo son muy costosos.

= Atrtificiales. Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de
la misma esencia con uno o varios de sus componentes.

» Sintéticos. Son los producidos por la combinacibn de sus
componentes los cuales son la mayoria de las veces producidos por
procesos de sintesis quimica. Estos son mas economicos y por lo

tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes.

Naturaleza quimica y a pesar de su composicion compleja los aceites

esenciales se pueden clasificar de acuerdo a:
= Los componentes mayoritarios. Segun esto los aceites esenciales
ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales

monoterpénicos (por ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.).
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= Los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales
sesquiterpénicos (por ej. copaiba, pino, junipero, etc.).
= Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales

fenilpropanoides (por ej. clavo, canela, anis, etc.).

Aunque esta clasificacion es muy general resulta Gtil para estudiar algunos
aspectos fitoquimicos de los monoterpenos, los sesquiterpenos y los
fenilpropanos, sin embargo existen clasificaciones mas complejas que tienen
en cuenta otros aspectos quimicos (Aceites Esenciales, 2002).
De acuerdo con Reineccius (1994), se pueden clasificar quimicamente en
cuatro grupos:

e Terpenos o hidratos de carbono de férmula general (CsHg)n.

e Derivados oxigenados de los terpenos.

e Compuestos aromaticos que contienen una estructura benzoica.

e Compuestos que contienen azufre y/o nitrégeno.

1.2.2 Fuentes de obtencion de aceites esenciales

Los aceites esenciales proceden de las flores, frutos, hojas, raices, semillas y
corteza de los vegetales. Se forman en las partes verdes (con clorofila) del
vegetal y al crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los
brotes en flor.

Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo,
albahaca, eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, pachuli, romero, salvia,
etc.), en las raices (angélica, curcuma, jengibre, sandalo, sasafras, valeriana,
vetiver, etc.), en el pericarpio del fruto (citricos como limén, mandarina, naranja,
etc.), en las semillas (anis, cardamomo, hinojo, comino, etc.), en el tallo
(canela, etc.), en las flores (lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, rosa, etc.) y en

los frutos (nuez moscada, pimienta, etc.) (Aceites Esenciales, 2002).

1.2.3 Métodos de obtencién de aceites esenciales

Para obtener un aceite esencial de calidad hay que tomar en cuenta los

diferentes factores que pueden afectar su composicion. Son 5 los aspectos

fundamentales que determinan la composicion quimica de los aceites

esenciales: 1) variedad genética y el estado de desarrollo de la planta o sus
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organos, 2) factores geograficos o ambientales como la temperatura,

luminosidad, humedad relativa, composicion del suelo, 3) practicas culturales,

4) corte y operaciones de postcosechay 5) el método de extraccion.

Existen varios métodos para obtenerlos:

Expresion. Se usa generalmente para citricos; consiste en aplicar una
presion alta sobre la cascara para obtener el aceite; en estas
condiciones, el producto no se expone a temperaturas elevadas, no se
dafia, y se logra un liquido con caracteristicas sensoriales mas
representativas de la materia prima correspondiente (Badui, 1993). Los
aceites obtenidos por prensado y/o raspado, se les comercializa como
“expresion en frio” y cumplen las funciones deodorizantes y saborizantes
(Sanchez, 2006).

Destilacion por vapor. Es uno de los principales métodos; al material

molido se le hace circular una corriente de vapor que arrastra los
volatiles correspondientes; éstos se recuperan al separar el condensado
en una torre de enfriamiento. A pesar de que es un método muy comun,
es también el que mas dafio causa al aceite, ya que induce reacciones
de oxidacion, de hidrdlisis y polimerizacion (Badui, 1993). Se utiliza a
nivel industrial debido a su alto rendimiento, por la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (ICMSF, 2001).

Extraccion con disolventes volatiles. La muestra seca y molida se pone

en contacto con solventes; el proceso ha de buscar que el soélido, el
liquido, o ambos, estén en movimiento continuo, para lograr mejor
eficiencia en la operacion. Se realiza preferiblemente a temperatura y
presién ambientes. Los solventes mas empleados son: etanol, metanol,
isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, xileno, ligroina, éter etilico,
éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo; no se usan
clorados ni benceno por su peligrosidad a la salud (Sanchez, 2006). Los
solventes se recuperan por destilacion y pueden ser reutilizados. Estos
solventes solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras

sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia
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impura. Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta
costoso por el valor comercial de los solventes, porque se obtienen
esencias no purascontaminadas con otras sustancias, y ademas por el
riesgo de explosién e incendio caracteristicos de muchos solventes

organicos volatiles es inherente (Aceites Esenciales, 2002).

Enfleurage. La esencia es solubilizada en la grasa que actia como
vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite
esencial y grasa la cual es separada posteriormente por medios fisico-
quimicos, en general se recurre a la adicion de alcohol caliente a la
mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa (insoluble) y el
extracto aromatico (absoluto). Esta técnica es empleada para la
obtencién de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa
(Aceites Esenciales, 2002).

Extraccién con fluidos supercriticos. Es de desarrollo tecnolégico mas

reciente. El material vegetal cortado en trozos pequefios o molidos, se
empaca en una cadmara de acero inoxidable y se hace circular a través
de la muestra un fluido en estado supercritico es decir que se encuentre

en condiciones de presidn y temperatura superiores a su punto critico, la

sustancia mas empleada es el CO,, que en estas condiciones presenta
baja viscosidad, baja tension superficial, alto coeficiente de difusién (10
veces mas que un liquido normal), que conlleva a un alto contacto con la
superficie del material y puede penetrar a pequefios poros y rendijas del
mismo lo que asegura una buena eficiencia en la extraccion en un corto
tiempo (Sanchez, 2006). Las esencias son asi solubilizadas, arrastradas
y el fluido supercritico, que actlia como solvente extractor, se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia cuyo grado de pureza
depende de las condiciones de extraccion. Aunque presenta varias
ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente compatible, el
solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas

temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los
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componentes de la esencia, el equipo requerido es costoso, ya que se
requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion también

resistentes a las altas presiones (Aceites esenciales, 2002).

Segun Vargas-Arispuro (2008), los factores que influyen en la extraccidén son:
= Tamafo de particula de la planta.
- A mayor finura de particula mayor extraccion.
» Tipo de material vegetal.
- Fresco.
- Seco.
= Caracteristicas del solvente.
- Cantidad del solvente.
- Polaridad.

- Pureza.

1.2.4 Composicion quimica de los aceites esenciales.

Las propiedades fisico-quimicas de los aceites esenciales o esencias son muy
diversas, puesto que el grupo engloba substancias muy heterogéneas, de las
gue en la esencia de una planta, practicamente puede encontrarse solo una o
mas de treinta compuestos.

Considerando la gran variedad de los compuestos quimicos presentes en los
aceites esenciales es muy probable que su actividad antimicrobiana no sea
atribuible a un mecanismo especifico, sino a la accion combinada de varios de
ellos. Ademas de las cuatro familias principales de compuestos quimicos
mencionados, las frutas y hortalizas contienen otros volatiles como son
aldehidos, cetonas, esteres, éteres, lactonas y Oxidos. Es precisamente que
debido a su compleja composicidn quimica, que los aceites esenciales son
diversos en sus efectos, y en ello se fundamenta su accion microbiana pues
esto contribuye a hacer extremadamente dificil la mutacién o induccién de

resistencia de los microorganismos. (Bosquez-Molina et al, 2009)

1.2.4.1 Compuestos antimicrobianos
Se ha estimado que las plantas sintetizan cientos de miles de diferentes

compuestos metabolicos secundarios y que todos los dias se reportan otros
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nuevos, se han agrupado en cinco clases de acuerdo a la estructura quimica o

segun la forma en que la planta los produce.

Por su estructura Flores- Moctezuma (2008a), los agrupa en tres categorias:
Alcaloides. Son compuestos alcalinos con uno 0 mas atomos de

nitrégeno, por lo general con un anillo heterociclico, son heterogéneos

quimicamente, la mayor parte son solidos cristalizables, poco solubles en agua,

hay liquidos y volatiles que se pueden arrastrar en vapor de agua. Estos tienen

un intenso sabor amargo.

Glicésidos o0 Glucésidos. Son compuestos que al hidrolizarse producen
una o mas moléculas de azlcar (gliconas) y un componente no azucar
(aglicona). Entre los glicésidos de mayor accidén fisiologicas estan: los
esteroides (lipidos); saponinas y sapogeninas que son un grupo de glicosidos
que al disolverse con agua forman espuma. Las sapogeninas se encuentran
principalmente en las plantas monocotiledéneas (magueyes y grupos
relacionados). Los alcoholes sélidos de origen animal o vegetal llamados

esteroles también se encuentran en este grupo.

Terpenoides. Estos varian ampliamente en tamafio molecular desde
los monoterpenoides y sesquiterpenoides (aceites esenciales) hasta los
terpenoides de alto peso molecular (como las saponinas). Los terpenoides son
sustancias amargas presentes en diversos grupos de plantas, como las
asteraceas, labiadas, rutaceas, liliaceas, simarubaceas y umbeliferas. Los
terpenos son hidrocarburos, isdbmeros complejos contenidos en compuestos
aromaticos. Los aceites esenciales con frecuencia contienen, alcoholes,
acetonas, aldehidos, fenoles, éteres, esteres y a veces nitrégenos y azufre; las
gomas son polimeros de varios azucares y las resinas son productos de la

oxidacion de aceites esenciales.

Lactonas. Son ésteres ciclicos, sustancias amargas presentes en las
asteraceas, en algunas umbeliferas y amarantaceas. Los iridoides o lactonas
monoterpénicas abundan en las bignoniaceas, labiadas, plantaginaceas y

escrofulariaceas.
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La proporcion en la que esta presente cada uno de estos principios depende a
su vez de la variedad vegetal, el 6rgano de la planta, el estado de maduracién,
las condiciones del cultivo, extraccion y la forma de almacenamiento del aceite
(Panizzi et al., 1993). Los componentes mayoritarios de los aceites pueden
constituir hasta un 85% del total mientras el resto se presentan como trazas.

El rendimiento de esencia obtenido de una planta varia de unas cuantas
milésimas por ciento de peso vegetal hasta 1-3 % (Flores- Moctezuma, 2008b).
A continuacion se presentan los nombres de los componentes y principios
activos de los aceites esenciales usados en la industria alimentaria (Bosquez-
Molina et al, 2009).

1.2.5 Aceite esencial de canela

Nombres vulgares: Canela, canela de Ceilan.

Nombre cientifico: (Cinnamomun verum = Cinnamomun zeylanicum).
Familia. Lauraceae

Componentes (www.botanical-online.com, 2008).

- Acidos: ascorbico, palmitico p-cumérico (corteza).

- Terpenos: alfa-pineno, alfa-terpineno, alfa-ylangeno, beta-pineno,
camfeno, cariofileno, limonelo, linalol (corteza).

- Cumarinas (corteza).

- Aceite esencial rico en benzalheido (planta), eugenol, farnesol,
gamma-terpineol, geraniol, isoeugenol, cariofileno (corteza).

- Furfural, Alcanfor, Fibra, Taninos,Mucilagos (corteza).

- Minerales: boro, calcio, zinc, cloro, cobre, cobalto, cromo,
estroncio, fésforo, hierro, magnesio, niquel, plomo, potasio, sodio,
yodo (corteza).

- Vitaminas: vitamina C, niacina, tiamina.

Principios activos

Aceite esencial (1,2-2%): aldehido cinamico (50-75%), eugenol (4 -10%), cuya
estructura se muestra en la Figura 6 trazas de carburos terpénicos (pineno,
cinel, felandreno, linalol), y de metilamilcetona; glicidos, mucilagos, taninos,

trazas cumarinas.
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Figura 6. Estructura quimica de a) Cinamaldehido, b) Eugenol

Fuente: Secondary Plant Compounds. (Judd et al, 2002)

1.2.6 Aceite esencial de tomillo
Nombre vulgar: Tomillo.

Nombre cientifico: Thymus vulgaris.
Familia. Labiadas

Componentes (www.botanical-online.com, 2008).

- Acidos: &cido oleico, palmitico, nicético, rosmarinico y linoleico (planta),
acido ascorbico (hojas).

- Aceites esenciales: timol, anetol y borneol (hojas), carvacrol vy cifielo
(toda la planta).

- Aminoacidos: cisteina, valina, glicina, isoleucina (planta).

- Metales y minerales: aluminio, calcio, cobalto y magnesio (hojas); hierro
(planta).

Principios activos.

La esencia del tomillo se distribuye por todas las partes de la planta, sobre todo
en flores y hojas; posee dos sustancias farmacoldgicamente energéticas: timol
y carvacrol (Figura 7), que pueden variar entre el 3 y 60%. Ademas se

encuentran taninos, aceites y un glucésido.

Figura 7. Estructura quimica a)Timol, b)Carvacrol

Fuente: Secondary Plant Compounds. (Judd et al, 2002)
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1.2.7 Usos de los aceites esenciales

Los aceites esenciales tienen caracteristicas sensoriales muy similares a la
materia prima de donde provienen, pero con una potencia o intensidad hasta
100 veces mayor; por esta razon, se usan en concentraciones que van de 0.01
a 0.1% para aromatizar diversos alimentos, bebidas, perfumes, etcétera (Badui,
1993). La industria de la alimentacion utiliza el aceite esencial para la
conservacion de alimentos y su riqgueza en aromas y para dar sabor y olor
como condimentos y saborizantes a numerosos preparados, entre ellos
refrescos como las colas, los chicles o numerosas bebidas alcohdlicas. El
reconocido principio aromatico y de sabor de extractos vegetales de diferentes
tipos de plantas han motivado el uso de varios de ellos, principalmente como
agentes saborizantes de alimentos y bebidas. Sin embargo son pocos los
alimentos que a nivel comercial contienen aceites esenciales como
bioconservadores. Los aceites esenciales se pueden utilizar en forma de
emulsiones o0 absorbidos en sustancias portadoras para facilitar la
manipulacion y mejorar la distribucion en el alimento. Tienen la ventaja de
contener pocos microorganismos, si es que contienen, pero tiene algunos
inconvenientes con respecto al sabor en algunos productos alimenticios
(ICMSF, 2001).Los aceites esenciales son los ingredientes béasicos en la
industria de los perfumes y aromatizantes, se utlizan en jabones,
desinfectantes y productos similares. En la industria farmacéutica el aceite
esencial entra a formar parte en la composicibn de numerosos productos
relacionados con la higiene de la boca también se emplea en la composicion de
jarabes para el resfriado, catarro y para vaporizaciones nasales; ademas tienen
importancia en medicina.

Los aceites esenciales son importantes en la industria cosmética en la

elaboracion de perfumes, jabones, champus, etc.

1.2.8 Efecto inhibitorio

Se desconoce la funcidén exacta de un aceite esencial en un vegetal; puede ser
para atraer los insectos, para la polinizacion, o para repeler a los insectos
nocivos, o puede ser simplemente un producto metabdlico intermedio.

Los mecanismos implicados en la accion de los agentes antimicrobianos son

muy diversos. Entre los cuales pueden citarse:
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a) Inhibicién de la biosintesis de &cidos nucleicos, de proteinas o de la
pared celular.

b) Dafios a la integridad de las membranas

c) Interferencia con una gran variedad de procesos metabdlicos esenciales.
Algunos agentes microbianos pueden afectar a muchos tipos de
microorganismos, mientras que otros muestran un espectro de actividad
inhibitoria mas reducida; del mismo modo algunos compuestos antimicrobianos
pueden ser directamente microbicidas, mientras que otros actlan como
biocidas (Mossel, 1982).
Al ser mezclas complejas de numerosas moléculas de gran diversidad de
grupos quimicos, es muy probable que la actividad microbiana no se atribuya a
un mecanismo especifico ya que en las células hay diferente sitios en donde
pueden actuar, y los eventos pueden llevarse a cabo en forma independiente,
simultdnea o consecuentemente. El caracter hidrofobico de los aceites
esenciales les permite incorporarse a los lipidos de las membranas
bacterianas, modificando su estructura y consecuentemente su permeabilidad,
dando lugar a la fuga de iones y otros compuestos de la célula vitales para su
sobrevivencia conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo
(Lambert, R. et al, 2001). Los aceites esenciales también podrian actuar sobre
las proteinas embebidas en la membrana citoplasmatica deformando la
interaccion lipido-proteina y afectando la activad de enzimas como la ATPasa,
disminuyendo la produccion de energia requerida para el funcionamiento
celular; otra posible accion seria la interaccion directa de los componentes
lipofilicos con las partes hidrofébicas de las moléculas de proteina (Bosquez-
Molina et al, 2009).
La actividad antimicrobiana de las especias debido a su contenido de aceites
esenciales es de escasa importancia en la conservacion del alimento, en
general las concentraciones de aceites esenciales en los alimentos
condimentados son demasiado bajas para inhibir el crecimiento microbiano. Sin
embargo, los aceites esenciales a veces aumentan otras actividades
antimicrobianas o actian sinérgicamente y en casos excepcionales pueden ser
el conservador principal (ICMFS, 2001).
La especia y hierbas que contienen los aceites esenciales mas inhibidores son

el clavo, el tomillo, el orégano, la canela y el comino. La volatilidad de los
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compuestos activos en los aceites esenciales desempefia un papel en la
duracion de la actividad microbiana. El modo de accion de los compuestos
fendlicos no ha sido determinado, estos pueden, reaccionar con la membrana
celular o alterar la funcion del material genético.

Muchos investigadores han usado aceites esenciales como canela, menta,
albahaca y tomillo para proteger los granos contra la infeccién de A. flavus sin
afectar su germinacién y crecimiento (Montes y Carvajall, 1998). Asi mismo, los
aceites esenciales pueden ser utilizados de una manera segura para preservar
algunos alimentos, el aceite de tomillo se ha encontrado que inhibe el
desarrollo de los hongos a bajas concentraciones y puede ser aplicado al grano
almacenado para protegerlo de la contaminacion de hongos. También el aceite
de canela puede ser usado como un aditivo en algunos granos como
cacahuate y maiz palomero. Estos aceites pueden ser utilizados como
sustitutos de fungicidas quimicos por ser naturales y no toxicos para el
consumo humano (Soliman y Badeaab, 2002).

Algunos estudios realizados en alimentos reportan que la salsa estilo italiana,
conteniendo 0.3% de aceite esencial de orégano y 0.3% de aceite esencial de
tomillo redujo significativamente cuentas aerdbicas en placa de Escherichia coli
0157:H7 por 3log UFC/g (P<0.05) en filetes crudos de pechuga de pollo. Esta
combinacion de orégano y tomillo fue letal para Salmonella thyphimurium,
Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes (Draughon, 2004). Para los
productos céarnicos los aceites esenciales de orégano, tomillo clavo y cilantro
son los mas efectivos en concentraciones entre 5-20 puL/g. Se ha observado
gue entre mayor sea el contenido de grasa en el producto, se reduce
notablemente el efecto de los aceites esenciales. Se ha observado que los
aceites esenciales de tomillo, romero, clavo y canela en pan de arroz inhiben
Eurotium spp, Aspergillus spp y Penicillum spp, pero su eficacia depende del

pHy la actividad de agua (Bosquez-Molina et al, 2009).

1.2.8.1 In situ

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales in vitro es un hecho
confirmado, sin embargo se ha encontrado que se requieren mayores
concentraciones para obtener el mismo efecto en los alimentos. No solo el

contenido de grasa, proteinas, agua, pH y aditivos en el alimento influyen en la
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sensibilidad microbiana, sino también factores como la temperatura, el tipo de
envasado (vacio, gas inerte, aire). Esto es la capacidad inhibitoria de los
aceites esenciales depende de la concentracion empleada, del
microorganismo, del alimento y de las condiciones de prueba, por lo que los
estudios con el mismo aceite esencial pueden arrojar diferentes resultados.

Por otro lado aunque la mayoria de los aceites esenciales son aceptados por
la FDA como sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) (Code of
Federal Regulations, 2003), su empleo como aditivos de alimentos a nivel
mundial esta limitado dado que aln no se han resuelto las concentraciones a
aplicar, ya que estan restringidas por las Buenas Préacticas de Manufactura
(BPM), lo que a su vez esta determinado por el gusto del consumidor final

para quien el efecto sensorial no debe ser adverso (Bosquez, et al,2009).

1.3.0 Hongos

Los hongos son organismos a los que se les ha reconocido como un grupo
independiente del Reino Vegetal, para lo cual se ha constituido el Reino Fungi.
Estos organismos son eucariontes, lo cual significa que tienen nucleos bien
definidos por membranas y que contienen un determinado namero de
cromosomas, lo cual los diferencia de las bacterias. Los hongos son
heterétrofos, por lo tanto dependen de la obtencion de compuestos organicos a
través de sus actividades como saprobios, simbiontes o parasitos. La mayoria
de los hongos estan constituidos por estructuras tubulares llamadas hifas, las
cuales en algunas especies se mantienen simples, formando lo que se conoce
como micelio, y en otras se agregan para formar estructuras con cierto grado
de complejidad, como lo son las llamadas setas u hongos superiores. Las
levaduras son una excepcion a esta caracteristica, siendo unicelulares. La
reproduccion de los hongos se lleva a cabo principalmente por medio de
propagulos de origen asexual y sexual, a los cuales, en términos generales, se
les conoce con el nombre de esporas. Sin embargo, hay algunos hongos que
no producen esporas, por lo que su reproduccion se realiza a través de
estructuras somaticas, como lo son el propio micelio o estructuras derivadas

del mismo (Moreno 1988).

32



1.3.1 Clasificacion
Los hongos que invaden los granos y semillas fueron clasificados

ecologicamente por Christensen y Kaufmann (1965) en los siguientes grupos:

1.3.1.1 Hongos de campo

Invaden a las semillas durante su formacion en el campo y en algunos granos
al recolectarlos; requieren contenidos de humedades para su desarrollo arriba
del 23%. Los hongos de campo requieren humedades relativas de 90 a 100%.
Entre estos se encuentran las especies de Fusarium, Cladosporium, Alternaria
y Helminthosporium, entre otros, que se caracterizan por ocasionar
enfermedades a las plantas y que son transmitidos de un ciclo a otro a través
de las semillas. Algunos hongos de campo son patégenos para los granos y
pueden causar considerables dafios en los granos como provocar manchas,
necrosis, escoriaciones, pudricion, decoloraciones, pérdidas de la capacidad de
germinacion en semillas, ademas de disminuir la calidad del grano por la
produccion de micotoxinas poniendo en riesgo la salud del hombre y animales
(ICMSF, 2001; Watson, 1987; Chelkoswki, 1991; Willcock y Morgan, 2001).

1.3.1.2 Hongos de almacén

Invaden los granos después de la recoleccién, durante el transporte y
almacenamiento. Los hongos de almacén crecen en humedades relativas de
65 a 90% y en contenidos de humedad de las semillas de cereales superiores a
13%, condiciones de humedad muy frecuentes en el almacenamiento de
granos. Entre estos hongos se encuentran los géneros Aspergillus y
Penicillium, siendo las especies Aspergillus las mas comunes en el maiz
almacenado, sin embargo, ambos géneros pueden inducir pudriciones en
mazorca. Los hongos de almacén, como las especies de Aspergillus y
Penicillium, causan diversos dafios a los granos y semillas almacenadas,
alteran los granos de diversas formas, incluyendo la pérdida de la capacidad de
germinacion, decoloraciones, olores anormales, pérdida de materia seca,
crecimiento  visible, cambios quimicos y nutritivos, calentamiento,
apelmazamiento y formacion de micotoxinas (Moreno, 1988; Sauer et al., 1992;
Pérez, 1997; ICMSF, 2001).
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1.3.1.3 Hongos de deterioro avanzado

Los hongos de deterioro avanzado son aquellos que invaden a los granos y
semillas cuando estos ya se encuentran en productos almacenados en
pésimas condiciones y que en ocasiones se inicia en el campo; proliferan en
altas humedades relativas superiores al 90%. Entre estos hongos se pueden
mencionar a Chaetomiun, Sordaria, Aspergillus clavatus, Rhizopus vy
Aspergillus fumigatus. Su caracteristica biolégica principal, es la de ser
excelentes degradadores de materia organica por lo que destruyen a los
granos y productos que invaden, ademas de que algunos de ellos tienen la
capacidad de producir micotoxinas (Moreno, 1988; Watson, 1987; Chelkoswki,
1991; ICMSF, 2001; Willcock y Morgan, 2001).

1.4.0 Importancia de Aspergillus

Aspergillus es el nombre genérico para designar a un grupo de hongos, este
grupo de hongos se encuentra entre los seres vivos mas abundantes en la
naturaleza. Las condiciones que favorecen el crecimiento de Aspergillus son
las altas temperaturas en areas tropicales y subtropicales particularmente,
estas condiciones favorecen también la produccién de aflatoxinas de especies
correspondientes a la seccién Flavi. EI género Aspergillus es de los mas
ubicuos y omnivoros que hay, cosmopolita, y con gran cantidad de especies
saprobias, algunas parasitas de vegetales, animales, humanos y otras de
importancia industrial. Algunas especies tienen su teleomorfo en los géneros
Eurotium (Link ex. Fr.), en Sartorya (Vuill.) o en Emericella (Berck.), con
cleistotecios se reconocen mas de 8 estados sexuales (Deepack y Santos,
2001).

1.4.1 Clasificacion del género Aspergillus

El género Aspergillus esta integrado por especies con caracteristicas
morfolégicas generales muy similares, entre las especies del grupo y su
clasificacion en especies individuales se basa principalmente en caracteristicas
morfologicas especificas (forma, estructura, tamafio y color) y fisiolégicas
(reproduccién y crecimiento) Raper y Fennell (1965).

En un principio los investigadores dividieron en grupos o series basadas en

conidios de color, tamafio y forma de vesiculas, la presencia de un estado
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teleomorfo, etc. Los grupos se cambiaron oficialmente a subgéneros y
secciones por Gams et al. (1985) equiparandose con el codigo Botanico. A
continuacion se presenta la clasificacion del género Aspergillus segun Gams et
al. 1985.

Subgénero Aspergillus - uniseriados, xerofilos, crecimiento en CY20S>
CYAZ25, conidios gris verde.

Seccion Aspergillus - Teleomorfo Eurotium - amarillo cleistotecio con
pared formada por wuna sola capa de células poligonales
pseudoparenquimatosos y ascosporas hilianas.

Seccion Restricti - anamorfo estricto, lento crecimiento en todos los
medios.

Subgénero Fumigati - uniseriados, vesiculas principalmente piriforme, conidio
gris-verde, azul-verde a naranja.

Seccidén Fumigati - conidios gris-verde a azul-verde.

Seccion Cervini - conidios de color ligeramente naranja a naranja-gris.
Subgénero Ornati - uniseriados, conidios gris-verde, amarillo-verde o oliva-
marrén.

Subgénero Clavati - uniseriados, vesiculas principalmente clavadas, conidios
gris-verde.

Seccion Clavati - por subgénero
Subgénero Nidulantes - biseriados, conidios de colores variables

Seccién Nidulantes — Estipites cortos a menudo de color marron,
conidios verdes, células de Hille a menudo presentes, la mayoria de las
especies Emericella con teleomorfo. Cleistotecio de paredes suaves, rodeado
de células Hulle, ascosporas de color rojo-morado.

Seccion Versicolores - Estipites hialino marrdon, conidios verde, gris-
verde o azul-verde.

Seccion Usti - Estipites marron, conidios rojo oscuro, marron-oliva.

Seccion Terrei - Estipites hialinas, conidio ocre a naranja-marron.

Seccién Flavipedes - Estipites hialinos marrén palido, conidios de color
blanco a ocre.

Subgénero Circumdati - uniseriados o biseriados, vesiculas esféricas a
piriformes.

Seccion Wentii - conidios ocre, amarillo-marrén o marrén-oliva.
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Seccién Flavi - conidios de color amarillo-verde a marrén-oliva.

Seccion Nigri - Estipites paredes lisas, conidios negro o bordeados con
negro.

Seccion Circumdati - predominantemente biseriados, conidios de color
amatrillo, ocre.

Seccién Candidi - conidios blancos o casi blancos.

Seccién Cremei - conidios marrén, amarillo o azul-verde.

Seccidn Sparsi — conidios gris péalido a oliva-ocre.

Subgénero Stilbothamnium - especies que forman sinemas

1.4.2 Morfologia

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los
grupos de Aspergillus. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco,
gris y negro. Las cabezuelas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro
formas bésicas: globosas, radiadas, columnares o claviformes y a simple vista
las mas grandes suelen parecer diminutos alfileres sobre el substrato.

En los Aspergillus, los conidios constituyen cadenas que se originan en la
célula conidiégena o fidlide. En algunos Aspergillus hay células adyacentes a
las fidlides, denominadas métulas o esterigmas. Los Aspergillus poseen una o
dos series de células sobre la vesicula, o bien presentan simultAineamente
cabezas conidiales de ambos tipos (Kozakiewicz 1989).

A continuaciéon se muestran los diferentes tipos de cabezas conidiales del

género Aspergillus (Figura 8).

vesicula
globosas

cadenas
de esporas
en columna cabeza y
vesicula
claviforme

Figura 8. Conidioforos de Aspergillus

Fuente:. Aspergillus species on stored products. Kozakiewicz Z. 1989
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1.4.3 Descripcion de las secciones de Aspergillus

A continuacion se describen las caracteristicas del género Asperigillus que
comunmente se aislan de los granos almacenados y sus derivados, segun
Moreno, 1988 y Gams et al. 1985.

a) Seccion Restricti. Los miembros de esta seccidon requieren alta presion
osmotica para crecer, y humedad relativa entre 70-75%. No son productores de
micotoxinas. Afectan la germinacion de las semillas. Las colonias de estos
hongos son pequefias y de color verde oscuro y las cabezuelas conidiales son

columnares, a simple vista se pueden confundir con Penicillium.

b) Seccién Aspergillus. Las especies mas comunes en granos y semillas son
de A. amstelodami, A. chevalieri y A. ruber requieren una humedad relativa de
75% y crecen en cereales con contenidos de humedad tan bajos como 13.5-
14.0%. No hay evidencias claras de su poder toxigénico sin embargo, se dice
que A. chevalieri produce una toxina denominada xantocilina. Estos hongos
imparten colores y olores desagradables a los granos y afectan la germinacion
de las semillas.

c) Seccidén Flavi. Se les considera principalmente como hongos de almacén,
sin embargo, se les ha encontrado invadiendo al maiz desde el campo con la
consiguiente produccion de aflatoxinas. Las especies de este grupo requieren
para crecer humedades relativas de 80-85 %, en cereales con contenidos de
humedad de 16.5-18.0%, y en cacahuate de 8.0-10.5%. Su desarrollo
contribuye al calentamiento de los granos. Algunas especies producen
aflatoxinas, para concluir que estas se encuentran presentes en una
determinada muestra es necesario confirmar la presencia a través del analisis
del quimico. El color de las colonias es verde amarillento. Dos especies
importantes de este grupo son A. flavus Link y A. parasiticus Speare, en las

que algunas de sus cepas son productoras de aflatoxinas.

d) Seccion Candidi. En este grupo soélo existe una especie: Aspergillus
candidus Link; este hongo requiere humedades relativas alrededor de 80% vy

crece en cereales con contenidos de humedad de 14.5-16.0%. No se le
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considera hongo toxigeno. Reduce el poder germinativo de las semillas y es
uno de los hongos involucrados en el calentamiento de los granos. Presenta

colonias de color blanco, tanto jovenes como viejas.

e) Seccidén Versicolores. Hongos de almacén que requieren que los productos
tengan contenido de humedad en equilibrio con humedades relativas de 80-
85%. Las colonias en su periferia presentan cabezuelas jévenes de color
verde-azul brillante y las cabezuelas mas viejas, hacia el centro de la colonia,
son de color verde oscuro; de ahi su nombre especifico de A. versicolor. Tales
diferencias en el color de las cabezuelas viejas y jovenes le dan una apariencia
de anillos de diferentes colores. Es posible confundir a simple vista estas
colonias con especies de Aspergillus glaucus, estas Ultimas presentan
cleistotecios (estado sexual) y A. versicolor nunca tiene estas estructuras;
ademas los esterigmas vy fialides de A. versicolor estan en dos series. En este
grupo se encuentran las especies A. versicolor (Viull) Tiraboschi y A. sydowi.
Estas dos especies son productoras de toxinas y se les ha encontrado en
productos almacenados. La principal diferencia entre estas dos especies es el
color; A. versicolor presenta cabezuelas conidiales de color verde amarillo

palido y en A. sydowi son de color azul fuerte.

f) Seccion Circumdati. Los miembros de este grupo requieren humedades en
equilibrio con una humedad relativa de 80 % no son muy comunes en los
granos, ya que no son buenos competidores contra especies de A. glaucus y A.
candidus; sin embargo, se aislan frecuentemente de granos de maiz. Crecen
en cereales con contenidos de humedad entre 14.5 y 16.0 %. EI color
caracteristico de las especies aisladas en granos es el ocre; existen dos
especies con este color A. ochraceus Wilhem y A. ostianus Wehmer. Estas dos
especies se pueden distinguir entre si por el tamafio de sus conidios y por el
color de sus esclerocios. A. ochraceus presenta esclerocios de color rosa a
purpura y sus conidios son globosos de 2.5 a 3.0 micras; por otra parte, A.
ostianus presenta conidios piriformes y sus esclerocios son de color palido.
Estos hongos producen ocratoxina y acido penicilico. La ocratoxina es tan

téxica como las aflatoxinas, pero no se produce facilmente en los productos
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almacenados. El desarrollo de estos hongos contribuye al calentamiento de los

granos.

1.5.0 Micotoxinas

La palabra micotoxinas, se deriva del griego mikes y toxina, que significan
hongo y veneno respectivamente, son metabolitos secundarios toxicos de bajo
peso molecular (PM<100 g/mol) producidos por los hongos durante su
crecimiento, representan un peligro sanitario de origen microbiano importante
en los cereales. Se sintetizan a partir de algunos productos del metabolismo
primario, catalizados por enzimas (Bourgeois, 1994).

Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que no son
esenciales para el crecimiento somatico en cultivo puro. Las micotoxinas se
suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento del moho (Figura 9) siendo a menudo asociados

con la diferenciacion y la esporulacion (Soriano, 2007; Goldblatt, 1972).

Sintesis de micotoxinas
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Figura 9. Fase de crecimiento fungico y localizacién

de la sintesis de micotoxinas.

Fuente: Micotoxinas en alimentos. Soriano, 2007.

Existen varios géneros de mohos que incluyen especies toxigenas, tres de
ellos sobresalen por su importancia en granos y semillas: Aspergillus,
Penicillum y Fusarium (Cuadro 3).

Hasta el momento, se han descrito alrededor de 300 micotoxinas; las
principales son: aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisina

y alcaloides ergaticos.
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Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos, los piensos, o las materias
primas utilizadas para su elaboracion, originando un grupo de enfermedades y
trastornos, denominados micotoxicosis resultando téxicos para el hombre o los
animales, cuando la ingestion de alimentos contaminados con micotoxinas esta
en cantidad suficiente asi mismo una micotoxicosis; ha sido definidas como el
envenenamiento provocado por sustancias toxicas de origen fungico. Estas
incluyen ingestion de hongos venenosos o la ingestion de granos, semillas,
hojas muertas caidas, tallos, frutos, forraje afectados por micelio o diversas
estructuras flngicas es un problema alimentario, que no es ni infeccioso ni

contagioso (Bourgeois, 1994).

Cuadro 3. Diferentes especies de mohos y sus micotoxinas:

Especies fungicas Micotoxinas

Aspergillus flavus y A. parasiticus Aflatoxinas
A. ochraceus, Penicillium viridicatum y P. cyclopium | Ocratoxina A
Fusarium culmorum, F. graminearum y F. poae Zearalenona

F. culmorum, F. graminearum y F. sporotrichioides | Deoxinivalenol, Vomitoxina

F. proliferatum y F. verticillioides Fumonisinas

F. sporotrichioides y F. poae T-2 toxina

F. sporotrichioides F. graminearum y F. poae Diacetoxyscirpenol
Acremonium coenophialum Alcaloides ergéticos

Fuente: Anim Feed Sci Technol (D"Mello y McDonald, 1997).

La alimentacion animal est4 principalmente constituida por cereales o
derivados, forrajes, ensilados, etc., todos ellos sustratos particularmente
propicios para el desarrollo de diversos grupos de mohos entre los que se
encuentran las especies toxigénicas de los géneros Aspergillus, Penicillum o
Fusarium. Sin embargo no todas las especies animales son igualmente
sensibles a una determinada micotoxicosis y, por otro lado, los animales

jovenes son mas sensibles que los adultos.

En el hombre el problema es diferente. Los habitos alimenticios varian
de un lugar a otro por lo que la diversificacion de los alimentos impide la
absorcion regular de cantidades suficientes de toxinas para llegar a ser

peligrosas (Bourgeois, 1994). Asi mismo, se ha encontrado que la
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contaminacion fungica influye sobre el valor nutritivo y la palatabilidad de los
alimentos y representa un riesgo de micotoxicosis. Los efectos toxicos son
variables dependiendo de la estructura quimica de la toxina, asi como su
concentracion, duracion de la exposicion, la especie, sexo, edad vy
vulnerabilidad de quien lo consuma. La ingestion elevada puede provocar un

elevado deterioro de la salud (Denli y Pérez, 2006).

1.5.1 Aflatoxinas

La palabra aflatoxina esta formada por las siguientes letras: la primera letra “A”
es por el género Aspergillus, las siguientes 3 letras “FLA” es por la especie
flavus L. y el nombre “TOXIN” que significa veneno (Ellis et al., 1991).

El término aflatoxinas se establecié por primera vez en 1960, tras la muerte de
mas de 100, 000 pavos por el consumo de harina de cacahuate contaminada
con estds micotoxinas. (Bennett y Klich, 2003). Estos son compuestos
heterociclicos formados por especies de la seccion Flavi; predominantemente

A. flavus L. y A. parasiticus S.

1.5.2 Propiedades fisicoquimicas

Las aflatoxinas o metabolitos mas importantes se denominan B; y G; por su
fluorescencia azul (B;) o verde (G;), cuando se exponen a la luz ultravioleta de
longitud de onda larga. Las aflatoxinas B, y G, son dihidroderivados de la By y
G;. Otras aflatoxinas afines serian la Ba, G2a Y GM;. Las aflatoxinas My, Mz y
P1 son hidroxilados de la B; y B,. Se trata en todo caso de compuestos
heterociclicos altamente oxigenados (Frazier, 1993). En el Cuadro 4 se
muestra la presencia de aflatoxinas producidas por Aspergillus. Quimicamente
las aflatoxinas son difurocumarolactonas, esta estructura consiste de un anillo
bifurano unido a un ndcleo de cumarina y un anillo de pentona (AFB y AFM) o

bien un anillo de lactona (AFG) como se muestra en la Figura 10.
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Cuadro 4. Micotoxinas producidas por especies de Aspergillus seccion Flavi.

Especie AFB AFG ACP
A. flavus + - +
A. parasiticus + + -
A. nomius + + -
A. seudotamarii + - +
A. bombycis + + -

AFB:aflatoxinas B1 y B2; AFG:aflatoxinas G1 y G2; ACP: &cido ciclopiazénico.
Fuente: Micotoxinas en alimentos. Soriano, 2007.

En el Cuadro 5 se muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas de las

mismas de las aflatoxinas.

Cuadro 5. Principales propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas

Caracteristica B, B® G, G, M;
Formula quimica C,7H1,0¢ | C17H1406 | C17H1507 | C11H1407 | C17H1,07
Peso molecular 312 314 328 330 330

Punto de fusion (°C) | 268-269 | 287-289 | 244-294 230 290
Fluorescencia 425nm 425nm 450nm 425nm 425nm

o @ o ¢
H,CO ¢ HyCO 0

aflatoxina B4

0 0 0 0
o O
0 0
H,CO 0 Hy,C O 0

aflatoxina G,

aflatoxina M,

aflatoxina B,

aflatoxina G,
0
0
1 HU\
0
HCO 0
aflatoxina M,

Figura 10. Estructura molecular de las aflatoxinas.

Fuente: Aspergillus systematics and the molecular genetics

of mycotoxin biosynthesis. Klich y Cleveland 2000.
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1.5.3 Mecanismo de accion

La aflatoxina B; (AFB;) se considera la mas importante normalmente aparece
con mayor frecuencia y a mayor concentracion que las aflatoxinas, restantes
aunqgue las concentraciones relativas entre ellas y la frecuencia de su aparicion
puede variar ampliamente dependiendo de la cepa fungica, del sustrato de
crecimiento y de las condiciones ambientales. La AFB1 es absorbida en el
intestino delgado y transportada por los globulos rojos y las proteinas
plasmaticas hasta el higado, mayoritariamente por via portal. En la Figura 11

se esquematiza el mecanismo de accion de la AFB; (Soriano, 2007).
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Figurall. Mecanismo de accion de la aflatoxina B1

Fuente: Micotoxinas en alimentos. Soriano, 2007.

1.5.4 Toxicidad

La exposicion humana a aflatoxinas se produce principalmente por ingestion de
comida contaminada. La inhalacién de estas toxinas también pueden ser de
tipo laboral o profesional. La aflatoxina B; es considerada como el mas
importante agente carcinégeno de origen natural (Bourgeois, 1994). Si se
consumen piensos con aflatoxinas, los animales mamiferos excretan en la
leche la toxina transformada como M; y la M,. Aunque ambas son menos
toxicas que la B; y la B, de las que proceden, la M; conserva toxicidad y poder

carcinogenético (Frazier, 1993).
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1.5.4.1 Toxicidad crénica.

La intoxicacion cronica, es la forma méas frecuente, se debe al consumo de
alimentos contaminados con niveles bajos de aflatoxinas durante semanas,
meses y/o afios. Los efectos tdéxicos dependen de las dosis y de la duracion de
la ingestion, de la edad, la especie, el sexo y sobre todo del estado de nutricién
del animal. En las intoxicaciones cronicas los efectos son: proliferacion de
células epiteliales, degeneracion grasa del higado, cirrosis que evoluciona con
esteatosis, inflamacion de conductos biliares, hinchamiento de nucleo, fibrosis,

adenoma y carcinoma (Soriano, 2007).

1.5.4.2 Toxicidad aguda.

La toxicidad aguda tiene lugar cuando se ingieren grandes cantidades de
aflatoxinas, las cuales, son absorbidas en el intestino delgado llegando hasta el
higado. La presencia de aflatoxinas en el higado da lugar a una infiltracion de
lipidos que originar4 necrosis y/o muerte celular hepatica. En el higado las
enzimas oxidasas las biotransforman en una serie de metabolitos, algunos
altamente reactivos, que tienen la capacidad de unirse covalentemente con el
ADN, ARN vy proteinas. Los metabolitos originados reaccionan con diferentes
proteinas celulares, lo cual causa la inhibicibn de la sintesis de proteinas,
ademas de la inhibicion del metabolismo de carbohidratos y de lipidos. Los
sintomas son falta de apetito, depresion, ictericia, diarrea y fotosensibilizacion.
También exhibe efectos citotdxicos debidos a que induce la peroxidacion
lipidica en el higado produciendo un dafio oxidativo hepatocitos. Ademas, la
AFB1 puede inhibir la actividad de las fosfodiesterasa nucleétido ciclica en el

cerebro, higado, corazon y tejidos renales (Soriano, 2007).

1.5.5 Incidencia en alimentos.

Los alimentos considerados mas susceptibles a la contaminacion fungica y la
consiguiente produccion de aflatoxinas son principalmente el maiz, los
cacahuates, semillas de algoddn, también se han encontrado en otras semillas
oleaginosas como el girasol, la soja, en aceites vegetales sin refinar, en otros
frutos secos como las almendras, avellanas y nueces, en frutas deshidratados
como higos secos, pasas, en el café, cacao, piensos, cereales y sus productos

derivados. La presencia de AFB1 en productos de origen animal tales como los
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huevos, carne, visceras, leche y los productos lacteos, aunque la tasa de
transferencia desde el pienso hasta los productos comestibles de origen animal
suele ser muy baja y, por tanto, su control no suele considerarse prioritario
desde el punto de vista de la salud publica.

Los alimentos con elevadas concentraciones de carbohidratos y acidos grasos
favorecen la produccion de aflatoxinas, como se ha observado en el coco y
cacahuate. Sustratos ricos en proteinas y bajos en carbohidratos no
incrementan la produccion de aflatoxinas en el caso de A. parasiticus. Mientras
tanto A. flavus puede utilizar pocos carbohidratos pero producir grandes
cantidades de aflatoxinas. La produccion de aflatoxinas es Optima en productos

ricos como el coco, el trigo, el arroz y semillas de algodon.

1.5.5.1 Factores biolégicos

» Variabilidad de la cepas
Las aflatoxinas son producidas por las especies A. flavus y A. parasiticus. No
todas las cepas producen aflatoxinas, el genotipo de cada cepa determinada si
es o0 no aflatoxigénica.

= Competencia con la micobiota
La competencia con la micobiota afecta la produccién de aflatoxinas; se puede
alterar el metabolismo del hongo toxigénico, inhibiendo la produccién de la
aflatoxinas o también pueden los otros microorganismos metabolizar las
aflatoxinas producidas. La micobiota no toxigena puede competir con el hongo
productor de aflatoxinas por el sustrato necesario para la sintesis de
metabolitos secundarios, o crear condiciones no favorables para la produccion
de los mismos (Marin et al.,, 1998). Uno de los requerimientos para la
produccion de aflatoxinas es la presencia de una cepa de A. flavus, A.
parasiticus o alguna otra cepa productora de aflatoxinas y ademas que se
encuentre practicamente en cultivo puro y no en competencia con otros
microorganismos. Si el contenido de humedad del grano de maiz almacenado
permite el desarrollo de estas especies toxigenas, también permitird que otros
hongos crezcan y bajo esas condiciones no se producen aflatoxinas en niveles

peligrosos (Moreno, 1988).
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= Cantidad de indculo
El nUmero de esporas presentes puede afectar la biosintesis de aflatoxinas y
la produccion “in vitro”. La produccion de aflatoxinas en el laboratorio esta

relacionada con la diferenciacion y ramificacion del micelio (Jinks, 1969).

1.5.5.2 Factores quimicos

= Sustrato y nutrimentos
Los sustratos con altas concentraciones de carbohidratos y acidos grasos
aumentan la produccién de aflatoxinas. La biosintesis de aflatoxinas y niveles
de produccion son influenciados por la composicion de los nutrientes del
sustrato. Los azucares simples tales como la glucosa, fructosa, maltosa y
sacarosa son la fuente de carbono principal para la biosintesis de aflatoxinas
en A. flavus (Davies et al, 1969). El zinc y calcio, son importantes para el
crecimiento celular, el metabolismo y la biosintesis.

= Agentes antifugales
Ciertos compuesto inhiben el crecimiento de hongos. El acido propidnico es un
agente antifungistatico efectivo contra A. flavus, pero esta actividad esta
influenciada por el pH y ciertos ingredientes alimenticios (Dixon y Hamilton,
1981).
El acido sérbico es también un conservador alimenticio y ha sido demostrado,
gue esta sal inhibe el crecimiento y produccion de aflatoxinas por A. flavus.
Este acido inhibe la biosintesis de aflatoxinas, por la transferencia de
substancias del medio de crecimiento hacia el interior de la célula (Yousef y
Marth, 1983).

1.5.5.3 Factores ambientales
* Humedad

El contenido de humedad minimo de los productos agricolas para el desarrollo
de Aspergillus flavus y para la produccién de aflatoxinas es aquel en equilibrio
con una humedad relativa de 85% (Moreno, 1996). En los cereales como trigo,
maiz, sorgo, arroz y mijo ese contenido de humedad es de 16.5-18.5% con
base a peso humedo. En cuanto al limite de humedad maximo para el
desarrollo de A. flavus y A. parasiticus y la producciéon de aflatoxinas

practicamente no existe; ya que en los laboratorios se pueden producir
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aflatoxinas en medio liquido, siempre y cuando sean cultivos puros (Moreno,
1996).

= Temperatura
La temperatura minima para la produccion de aflatoxinas es de 12°C, la 6ptima
de 27-30°C y la méxima de 40-42°C. A. flavus crece lentamente a temperaturas
menores de 12°C, y rapidamente a temperaturas hasta de 55°C; pero no
produce aflatoxinas abajo de 12°C, ni arriba de 40-42°C (Moreno, 1988). En la
naturaleza, las temperaturas son pocas veces constantes debido a las
variaciones estacionales o por calentamiento espontaneo de los granos
almacenados. El rango de temperatura para la produccion de aflatoxinas va de
7.5-12 a 40-41°C segun los hongos y las condiciones experimentales
(Widstrom, 1992).

= Actividad de agua (aw)
Es la relacion existente entre el agua libre en los alimentos y la capacidad de
los microorganismos para proliferar. La actividad de agua es la proporcion de la
presion de vapor de agua del sustrato hasta la presién de vapor de agua pura,
a una determinada temperatura y presion. A baja a,, el agua es retenida por las
sales, los azucares, proteinas y otros solutos, por lo cual el crecimiento de los
mohos no puede ocurrir sin que el agua este presente en forma disponible. La
produccion de aflatoxinas decrece en valores de a, debajo de 0.85 sin
embargo, el crecimiento del moho puede todavia ocurrir en valores de a, de
0.78 hasta 0.80 (Ellis et al., 1991). Las condiciones Optimas para la produccion
de aflatoxinas podrian alcanzarse con una a, de 0.85 y una temperatura
comprendida entre 25y 40 °C (Widstrom, 1992).

» Gases atmosféricos
Los hongos son organismos aerobios, pero la relacion entre los requerimientos
de oxigeno y bioxido de carbono varian constantemente. A concentraciones
iguales 0 mayores a 20% de CO; se inhibe la germinacion de las esporas y a
concentraciones mayores a 10% se suprime la produccion de toxinas (Tabak y
Cooke, 1968). Un decremento en la concentracion oxigeno atmosférico de
menos de 20%, o un incremento en la concentracion de oxigeno hasta de un
90% se ha encontrado que inhibe la formacion de aflatoxinas (Landers et al.,
1967).
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n pH
Los hongos toleran grandes intervalos de pH de 3 - 8, de un modo general
soportan mejor el medio acido que el alcalino. Los hongos son capaces de
alterar el pH, utilizando como fuente de energia los acidos organicos del
alimento o los excretados por bacterias acidificantes que pueden aparecer
durante el periodo de deterioro de los alimentos. A. flavus L. tiene un

crecimiento optimo en un rango de pH de 5 hasta 8. (Gimeno y Ligina, 2003).

1.5.5.4 Aflatoxinas en el maiz

Las aflatoxinas en maiz pueden estar producidas por A. flavus y A. parasiticus,
especies muy relacionadas entre si. En el caso del maiz, la especie mas
frecuente es A. flavus, que forma aproximadamente del 80 al 90% de la
micobiota aislada de muestras al azar, y en maiz generalmente se determinan
aflatoxinas del tipo B;. Se considera que la principal causa de contaminacién
son los dafios producidos por los insectos en las mazorcas. No obstante el
hongo también puede contaminar las mazorcas sin que los insectos actuen
como vectores y puede ser sistémica la infeccion en la planta de maiz. El
estrés de las plantas debido a factores climaticos es otro factor importante

también.

1.6.0 Medidas de control

1.6.1 Prevencion

La prevencion de la produccion de micotoxinas en los cultivos implica el control
de la biosintesis de las toxinas y el metabolismo de los hongos en el campo. El
manejo adecuado de los cultivos se considera el método ideal de control de la
contaminacion de las cosechas con micotoxinas. Sin embargo, en la practica es
dificil controlar factores ambientales como la temperatura y humedad de los
cultivos (Denli, 2006). Es importante que los productores sean conscientes de
qgue las Buenas Préacticas Agricolas (BPA) constituyan la primera linea de
defensa contra la contaminacion de los cereales por micotoxinas, seguida por
la aplicacion de Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) durante la
manipulacion, el almacenamiento y la distribucion de los cereales destinados a

la alimentacion humana y animal.
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Las recomendaciones para la reduccion de las micotoxinas en los cereales se

dividen en dos partes:

» las practicas recomendadas sobre la base de las buenas préacticas

agricolas (BPA) y las buenas practicas de fabricacion (BPF).

* un sistema de gestibn complementario que ha de considerarse en el
futuro es el Sistema de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de

Control (HACCP, por sus siglas en inglés).

Este Cddigo de Practicas Generales contiene principios generales para la
reduccion de diferentes factores que pueden reducir la proliferacion de hongos
de micotoxinas en los cereales. Estas practicas deben informar a los
productores en cuanto a los factores ambientales que favorecen la infeccion, la
proliferacion fungica y la produccion de toxinas en los cultivos de cereales en
las explotaciones agricolas. Es importante destacar el hecho de que las
estrategias que han de aplicarse para la plantacién y antes o después de la
cosecha de un cultivo determinado dependeran de las condiciones climaticas
del afio, ademas de tomar en cuenta los cultivos locales y las condiciones de
produccién tradicionales en el pais o regiones especificas. Asi mismo,
establecer procedimientos para manejar de manera apropiada, los cultivos de
cereales que puedan suponer una amenaza para la salud de las personas y/o
los animales separandolos, reacondicionandolos, retirandolos o desviandolos.
Las autoridades nacionales deben apoyar la investigacion sobre métodos y
técnicas para prevenir la contaminacion fungica en el campo y durante la

cosecha y el almacenamiento de los cereales.

Una vez las micotoxinas en el sustrato no se pueden eliminar durante el
procesamiento culinario o industrial, aunque en unos pocos casos se reduce la
concentracion de micotoxinas. La mayor cantidad de toxina suele estar
concentrada en unos pocos granos y si se logra separarlos, se reduce la

proporcién de micotoxinas en los subproductos.
1.6.2 Descontaminacion
La detoxificacion de las micotoxinas se refiere al conjunto de tratamientos

posteriores a la cosecha dirigidos a eliminar o reducir los efectos toxicos de las
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toxinas sobre los animales en aquellos granos contaminados. La estrategia

puede dividirse en tres, métodos:

1.6.2.1 Tratamientos fisicos.
Los procedimientos de descontaminacion basados en principios fisicos
basicamente se clasifican en los tipos:

Extraccion _con disolventes. Este proceso utiliza la propiedad de

solubilidad de las aflatoxinas en solventes polares. Estos métodos tienen como
ventaja la extraccion total de las toxinas, las desventajas es que algunos
carbohidratos se pierden en el proceso de lavado, su uso esta restringido
debido a su alto costo de aplicacion de los disolventes y problemas de toxicidad
en los extractos (Soriano, 2007).

Uso de adsorbentes. En la alimentacion animal, se suele utilizar en la

practica puesto que provocan reacciones de aglutinacibn en el sistema
digestivo reduciendo considerablemente la biodisponibilidad de las aflatoxinas y
por lo tanto la toxicidad asociada. Los aluminosilicatos de calcio y sodio
hidratados, tienen gran afinidad por la AFB1, permitiendo su eliminacion
(Soriano, 2007).

Temperatura. Las aflatoxinas pueden ser destruidas parcialmente por

tostado o rostizado, estando directamente relacionado con la temperatura
empleada, el tiempo y el contenido de humedad. Para la inactivacion de
algunas micotoxinas es necesario aplicar temperaturas de 120°C y presion de
15 libras por cuatro horas, para obtener una reduccién hasta del 95%. La AFB1
es estable a 260°C siendo su punto de fusién, aunque en algunos alimentos se
necesitan temperaturas tan altas como 300°C para eliminar la toxina. Se cree
que lo que ocurre es la apertura del anillo de lactona seguida de una
descarboxilacion (Miller, 1987, Samarajeewa et al, 1990).

Radiaciones. Las aflatoxinas pueden ser degradas con luz ultravioleta y
luz solar intensa. La AFB1 absorbe radiacion UV a 362 nm, siendo afectada en
la parte terminal del anillo furano. Sin embargo, estudios indican un uso
limitado, ya que los compuestos de degradacion pueden ser a su vez tOxicos

(Samarajeewa et al., 1990).
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1.6.2.2 Tratamientos quimicos.

La reduccion de contaminacion de alimentos con aflatoxinas es factible y
practica, por medio de tratamiento quimicos. La mayoria de los estudios se han
realizado con la AFB1 pura. Dichas sustancias actian en algunos de los sitios
activos de las moléculas de la AFB1 (residuo cumarina y doble enlace terminal
en el furano), provocando con ello su degradacion. A continuacion se
mencionan los tratamientos segun Samarajeewa et al., (1990).

Alcalinizacion. El tratamiento alcalino provoca la degradacion de AFB1 y

esto lo hace abriendo (hidrdlisis) el anillo de la lactona presente en la molécula.
Amoniaco. El amoniaco en estado gaseoso o en soluciones, con o sin
aplicacion de temperaturas y con presion, es una de las maneras mas
eficientes para descontaminacion con aflatoxinas. Este medio puede reducir los
niveles de aflatoxinas en maiz y sus productos hasta en un 90%.
Peréxido de hidrégeno (H,0,). La adicion de este compuesto facilita la

degradacion oxidativa de la toxina y por ello ocurre el rompimiento del anillo de
furano que facilita que se reduzca el doble enlace en la molécula de la toxina.
Se ha observado que los residuos presentes en alimentos tratados con este
quimico no son téxicos por si solos.

Hipoclorito _de sodio. Este compuesto tiene efectos positivos en la

degradacion de aflatoxinas en alimentos. En soluciones con diferentes
concentraciones se encontré una degradacion casi total cuando se utilizé para
alimento contaminado con la AFB1. Sin embargo la presencia de cloro residual
en alimentos tratados modifica las grasas y proteinas con toxicidad
desconocidas debidas al tratamiento aplicado deben ser estudiadas mas a
fondo para evitar dafio a la salud.

Ozono. Agente oxidante muy poderoso, por lo que tiene un potencial
elevado para la degradacion de aflatoxinas mediante el ataque al doble enlace
8 y 9 del anillo furano.

Otras sustancias. Otros compuestos quimicos han sido probados para

evaluar su habilidad en la destruccion de aflatoxinas. De ellos se han
preparado diferentes concentraciones de metanol, aldehidos, peréxido de
benzoilo, permanganato de potasio, los cuales son notablemente eficientes, sin
embargo su aplicacién en alimentos es restringida por problemas de salud que

pueden causar los residuos quimicos.

51



1.6.2.3 Tratamiento bioldgico.

La descontaminacion biolégica mediante la utilizacion de microorganismos es
otra de las estrategias utilizadas. Algunas levaduras como Saccharomyces
cerevisiae que se utilizan ampliamente en la fermentacion de los alimentos,
poseen estructura y pared celular con capacidad para adherir micotoxinas
(Denliy Pérez, 2006).

1.7.0 Deteccion y cuantificacion
La deteccion de las aflatoxinas se puede llevar a cabo por los siguientes
métodos:

Cromatografia en capa fina (TLC). La identificacion de las aflatoxinas se

realiza mediante la deteccidn del color, de la fluorescencia emitida bajo la luz
UV, determinando el valor de resistencia al flujo (f) de cada mancha
fluorescente y comparandolo contra una solucion estdndar de concentracion
conocida corrida en la misma placa de aflatoxinas. La cuantificacién se puede
realizar mediante la comparacion de la intensidad de la fluorescencia de la
muestra contra concentraciones conocidas de aflatoxinas, por medio de un
densimetro de placa que lee el area y la densidad Optica de las manchas
fluorescentes. EI método de extraccion de aflatoxinas es aceptado por la AOAC
(1995).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Es similar al TLC en

muchos aspectos, incluye una aplicacion, una fase estacionaria y una fase
movil. Los métodos de cromatografia liquida determinan las aflatoxinas en los
alimentos, incluyen una fase normal, una fase de reversa y una
prederivatizacion antes de pasar por la columna. La fase de reversa es en
donde se hace la deteccidn electroquimica y por fluorescencia se detectan las
aflatoxinas (Moreno, 2004).

Inmunoafindad con anticuerpos monoclonales. Este método consiste en

el uso de anticuerpos inmovilizados para aislar AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 y
AFM1 de extractos de forrajes, alimentos, granos, leche y sus productos. Los
anticuerpos estan quimicamente ligados a pequefas esferas de vidrio y
empacados en una columna, estas actlan selectivamente atrapando a las
aflatoxinas y todos los demas componente se eluyen de la columna mediante

lavados. Finalmente las aflatoxinas son removidas empleando un solvente y
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una vez separadas, la medicion se hace directamente en un fluorébmetro, o por
HPLC o también por TLC (Vicam, 1999).

Electroforesis Capilar. Es una técnica basada en la migracion de las

moléculas polares en el interior de un capilar en cuyo interior fluye disolucion
tampon, cuando se les aplica una corriente eléctrica. La migracién de un
determinado ion depende de la relacion carga/tamafio. A su vez el tamafio
depende del peso molecular, de la estructura tridimensional y del grado de

solvataciéon (Soriano, 2007).

1.8.0 Normatividad

En base a los riesgos que las micotoxinas tiene sobre la salud humana,
diferentes organismo internacionales como la OMS, The Food and Drug
Administration (FDA) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) han establecido los limites maximos
permitidos de micotoxinas en los piensos y los alimentos.

El establecimiento de niveles de tolerancia aceptables internacionalmente es
importante y facilita el comercio y la adopcion de medidas comunes entre
paises. Los primeros limites establecidos fueron en los afios 60 para las
aflatoxinas. A finales del 2003, aproximadamente 100 paises habian
establecido limites especificos de micotoxinas en los alimentos. Los
parametros que son considerados en la adopcion de estos niveles son las
fuentes y propiedades toxicologicas de las micotoxinas, los efectos en la salud
humana, la salud animal y su productividad. Otros factores a tomar en cuenta
son la informacién recogida sobre datos toxicolégicos consumo de alimentos,
incidencia y concentracibn de micotoxinas en los ingredientes y las
metodologias analiticas mas utilizadas, asi como las implicaciones economicas
mas importantes para un comercio internacional seguro de cereales. Europa,
cuenta también con una de las regulaciones mas extensas y detalladas para
micotoxinas en los alimentos (Denli y Pérez, 2006)

El método por columnas de inmunoafinidad es el método de analisis
establecido por el gobierno mexicano para usarse en el control de aflatoxinas
en granos y cereales utilizados para el consumo humano y animal (Norma
Oficial Mexicana NOM-188-SSA-1-2002). Este método establece la deteccién

de contaminacién de aflatoxinas utilizando columnas de inmunoafinidad y la
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cuantificacion, usando tanto los métodos fluorométricos como por HPLC. La
contaminacion no debe exceder de 20 pg/kg de aflatoxinas totales en granos y
cereales para consumo humano. En granos y cereales para consumo animal se
aceptan concentraciones de 21-300 ug/kg.

La OMS ha propuesto un nivel maximo aceptable de 5 ug/kg o ppb en cereales
y subproductos. La presencia de 1 pg/kg de peso corporal/dia de aflatoxina B1
0 aun menos contribuye al riesgo de contraer cancer hepatico (Codex
Alimentario). La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de
Estados Unidos establecié como limites maximos la concentracion de 20 pg/kg
para granos y otros forrajes destinados a la crianza animal y vacas lecheras,
100 pg/kg para granos destinados a ganado y cerdos reproductores asi como
gallinas ponedoras, 200 upg/kg para granos empleados en el engorde de

cerdos.
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Il. JUSTIFICACION
La contaminacion por micotoxinas afecta de forma general a gran cantidad de
alimentos y piensos. El maiz es uno de los cereales mas consumidos en
México y puede ser contaminado por Aspergillus flavus durante su formacion
en el campo, transporte y almacenamiento, por lo que es importante destacar el
enorme riesgo que representa para la salud humana y animal, la presencia de
este hongo en productos a base de maiz, ya que ademas de causar deterioro,
es productor de aflatoxinas, que son metabolitos secundarios. Actualmente la
industria alimentaria enfrenta una creciente exigencia, por parte del
consumidor, de alimentos de calidad con mayor capacidad de conservacion y
sanidad, por lo que se hace cada vez mas necesaria la eliminacion de aditivos
sintéticos y su sustitucién por productos naturales con menor impacto contra el
ambiente; tomando en cuenta lo anterior se ha tratado de buscar una
alternativa de control para el crecimiento de A. flavus uno de los hongos
productores de aflatoxinas y la produccién de las mismas para evitar problemas
de contaminacién, que sean de bajo costo, que tenga facil acceso y aplicacion;
esta alternativa es el uso de los extractos botanicos como son algunos aceites
esenciales, siendo estos, una alternativa de importante alcance con potencial
fungicida que cumplen con la mayoria de estos requisitos y que por su origen
biolégico son biodegradables y no provocan un impacto negativo en la salud
humana o en el ambiente. Los aceites esenciales tienen capacidad para afectar
una gran variedad de sistemas enzimaticos microbianos, incluyendo los
relacionados con la energia celular y sintesis estructural. Sin embargo, se
requiere de mas investigacidon para eludir los mecanismos de accion e
interacciones que pueden ocurrir tanto en el microorganismo, como en el
alimento que se pretende conservar con aceites esenciales individuales o en
mezclas, lo que conllevara a establecer su inocuidad como bioconservadores,
estandarizacion, usos y la mejor forma de aplicacién. Los aceites esenciales
son la alternativa de conservadores naturales que promete competir con el
amplio mercado de los agentes quimicos y/o sintéticos que actualmente
ofrecen. Los aceites esenciales tiene como gran ventaja gque son obtenidos de
vegetales que se han consumido histéricamente como alimento de uso comun

y tienen demostrada su inocuidad en humanos.
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1. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antifangica de los aceites esenciales de canela y tomillo
sobre el desarrollo de Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas en maiz
almacenado.
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar el efecto de los aceites esenciales de canela y tomillo en diferentes
concentraciones sobre el crecimiento de Aspergillus flavus, almacenado en
diferentes contenidos de humedad.
2. Determinar el efecto de los aceites esenciales de canela y tomillo sobre la

producciéon de aflatoxinas en maiz almacenado e inoculado con Aspergillus

flavus almacenado en condiciones Optimas para la sintesis de dichas toxinas.
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4.0 CUADRO METODOLOGICO

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antifingica de los aceites esenciales de canela y tomillo sobre el desarrollo de Aspergillus flavus y

la produccion de aflatoxinas en maiz almacenado.

Actividades preliminares. Obietivo particular 1

e Limpieza del maiz.

e Irradiacién maiz.

e Determinacion inicial:

- micobiota. " Fase Experimental | " Fase Experimental Il
- contenido humedad.
- aflatoxinas

T Ajuste de contenido de Ajuste de contenido de

T :_ - humedad a 13% a humedad a 18%

L | : [
1.1 Aplicacion de aceites esenciales de 1.1 Aplicacion de aceites esenciales de
canela, tomillo y mezcla de ambos a canela y tomillo a diferentes
diferentes concentraciones de concentraciones.
(2000, 3000 4000 ppm) (1000, 2000 y 3000 ppm)

1.2 Inoculacién de la cepa de A. flavus

1.3 Almacenamiento 85% HR a 28°C
-Fase I. 182 dias
-Fase Il. 49 dias

1.4 Muestreo

1.5. Determinacién del contenido de humedad. “ " Obietivo particular 2 "

2.1 Cuantificacién de aflatoxinas.

-Secado en estufa

1.6 Micobiota presente.

Jdentificacién de hongos -Columnas de inmunoafinidad

RESULTADOS
Y DISCUSION

CONCLUSIONES

57



IV. METODOLOGIA

Procedencia del maiz
El maiz blanco utilizado (20 kg) en este trabajo fue proporcionado por la compaiiia
ASPROS, de la variedad AS-910 procedente del bajio.

Procedencia de los aceites esenciales
Los aceite esenciales de canela de las hojas y tomillo blanco grado alimenticio
fueron adquiridos en la compafia Aceites y Esencias S. A., México D.F.

4.1 Actividades preliminares
4.1.1 Limpieza del maiz

Se quitaron granos quebrados, hojas, piedras, basura, etc.

4.1.2 Irradiacion del maiz
Se irradi6 el maiz con rayos gamma Co® en una dosis de 10 kGy, para el primer
experimento y para el segundo se irradi6 15 kGy en el Instituto de Ciencias
Nucleares de la Universidad Nacional Autbnoma de México en un irradiador
Gamma Bean 651 PT.1 (Codex Alimentarius, 2003) y se guardé en refrigeracion a

5°C hasta su uso posterior.

4.1.3 Determinacion de la micobiota inicial
Se determind la micobiota presente en maiz no irradiado e irradiado. En un area
estéril se tomaron 100 granos de la muestra, se desinfectaron superficialmente
agitandolos por 1 6 2 minutos con una solucion de hipoclorito de sodio al 3%, se
elimino el agua por decantacion y se elimino el exceso de la solucion con toallas
de papel estéril. Se sembraron los 100 granos en las cajas de Petri en medio de
Malta Sal Agar (MSA), se incubaron a 28°C, durante 7 dias (Moreno, 1988).
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Posteriormente se determiné el grado de inhibicién utilizando la siguiente formula:

_ Ax100
B

I= % Inhibicién
A= Numero de semillas invadidas con hongos

B= NUumero total de semillas.

4.1.4 Determinacion del contenido de humedad inicial

Se determiné el contenido de humedad del maiz por secado en estufa por el
método oficial para maiz y frijol del International Seed Testing Association
(ISTA, 2005) del departamento de Agricultura de los Estados Unidos. Se
utilizaron cajas de aluminio limpias de 5 cm de diametro y 3 cm de altura,
previamente pesadas en una balanza analitica y se les afiadieron semillas
enteras hasta cubrir el fondo de la caja (10 g), se pesaron nuevamente las
cajas con las semillas y se introdujeron en una estufa de conveccién mecéanica
LINDBERG/BLUE M con termémetro de precision a una temperatura de 103°C
por 72 h (Moreno, 1996).

4.2 Objetivo Particular |
Fase Experimental |
4.2.1 Ajuste del contenido de humedad
Se ajust6 el contenido de humedad del maiz a 13% para el primer experimento y

18% para el segundo experimento utilizando el siguiente célculo (Pixton, 1967):

H= M—lx kg-de-grano
100-CH;
Donde: CH; = contenido de humedad inicial

CH;s = contenido de humedad final
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4.2.2. Aplicacion de los aceites esenciales al grano de maiz.
Una vez irradiado el maiz y ajustado al contenido de humedad a 13%, se tomaron
9 muestras de 2,500 kg a las cuales se les aplicaron los tratamientos de aceites
esenciales de canela, tomillo y la mezcla de ambos (grado alimenticio)
acondicionados con Tween 80 (10%) como agente emulsificante (Velluti et al.,

2004), aplicando concentraciones que se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Tratamientos de aceites esenciales aplicados al maiz,

Aceite esencial Concentracion

(ppm)
Canela 2000, 3000, 4000
Tomillo 2000, 3000, 4000
Mezcla 2000, 3000, 4000

Testigo irradiado| 0 , 0 , O

Testigo sf/irradiar| 0 , 0O , O

Posteriormente cada tratamiento y testigos se realizaron por triplicado
repartiendolos en unidades experimentales de 100 gramos, para tener 24

unidades experimentales por cada tratamiento.

4.2.3. Inoculacién
Los tratamientos al igual que el testigo irradiado se inocularon con un explante
discoidal de 5 mm, tomado con un sacabocados de una colonia de A. flavus
incubada durante 7 dias a 28°C (Bluma y Etcheverry, 2007), la cepa utilizada se
obtuvo de la micoteca de UNIGRAS.

4.2.4 Almacenamiento
Los diferentes tratamientos y los testigos se incubaron a 28°C, con humedad
relativa de 85% en camaras humedas con una solucion saturada de KCI; como
agente regulador de la humedad relativa. Las muestras con los diferentes

tratamientos se almacenaron durante 182 dias.

60



4.2.5 Toma de muestras

Se tomaron tres unidades experimentales para cada muestreo; los tres primeros
muestreos se realizaron cada 14 dias, y los 5 posteriores cada 28 dias a cada
muestra se les determiné por triplicado: el contenido de humedad por el método
de secado en estufa y micobiota presente siguiendo las metodologias
anteriormente descritas en el punto 4.1.3 y 4.1.4 respectivamente.

4.3. Objetivo Particular Il

4.3.1 Determinacion de aflatoxinas
La determinacion de la concentracion de aflatoxinas totales de las muestras de
maiz se realizaron por el método de Columnas de Inmunoafinidad (VICAM)
utilizando el método 99.31 de inmunoensayo de la AOAC, (1995).

Fase Experimental Il
4.3.1 Aplicacion de tratamientos.

Una vez irradiado el maiz con rayos gamma Co® en una dosis de 15 kGy y
ajustando el contenido de humedad a 18% se tomaron 8 muestras de 2,0 kg, y se
les aplicaron los tratamientos de aceites esenciales (grado alimenticio) de canelay
tomillo preparados con Tween 80 (10%) como agente emulsificante (Velluti et al,
2004), con las siguientes concentraciones para cada uno de los experimentos y
dos testigos irradiados sin tratamiento, uno inoculado y otro sin inocular (Cuadro
7).

Cuadro 7. Tratamientos de aceites esenciales aplicados al maiz.

Aceite esencial Concentracion
(ppm)
Canela 1000, 2000, 3000, 4000
Tomillo 1000, 2000, 3000, 4000
Testigo irradiado o,0,0, 0
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Posteriormente cada tratamiento y el testigo se repartieron en unidades
experimentales de 100 gramos, obteniendo 18 unidades experimentales.

Para este experimento se siguié la misma metodologia que en el experimento | del
punto 4.2.3 al 4.2.5 y la determinacion de aflatoxinas se realizo como en el punto
4.3.1. Sin embargo, el primer muestreo se realizo a los 14 dias, y los posteriores
cada 7 dias durante un periodo de 49 dias de almacenamiento, ya que se observo

mayor proliferacion de hongos

4.4 Anédlisis Estadistico.
Los resultados se analizaron bajo un disefio factorial completamente al azar. Las
medias obtenidas se sometieron a una comparacion estadistica de Tukey (p<0.01)

en el paquete SAS, version 9 (2002).

62



V. RESULTADOS Y DISCUSION

EXPERIMENTO |

5.1.0 Contenido de humedad del maiz

En el Cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos del maiz almacenado con un
contenido de humedad inicial del maiz del 13% almacenado durante de 182 dias,
en una humedad relativa de 85%, temperatura de 28°C inoculado con una cepa de
Aspergillus flavus; en el analisis de varianza se puede observar gue existen
diferencias altamente significativas entre tratamientos.

En el primer muestreo a los 14 dias de almacenamiento no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos de canela, tomillo, mezcla de
ambos y testigos. Presentando el menor contenido de humedad el tratamiento de
la mezcla de aceites de 2000 ppm el cual fue de 13% y los mayores en el
tratamiento del aceite esencial de tomillo alcanzando un contenido de humedad de
13.62% para la concentracion de 3000, 13.53% para la de 2000 y 13.49% en la de
4000 ppm. Para el aceite esencial de tomillo 3000 ppm, estos contenidos de
humedad son propicios para el crecimiento de especies de el género Eurotium
comunmente conocidos por su estado anamorfo como especies del grupo
Aspergillus glaucus, los cuales son hongos de almacén xeroéfilos, capaces de
crecer en contenidos de humedad de 13.5 - 14%. De acuerdo con la FAO el maiz
con un contenido de humedad de 13.5% se considera seguro para el
almacenamiento. Sin embargo, en este trabajo nosotros encontramos la presencia
de hongos del genero Eurotium en un contenido de humedad menor a 13.5%.

A los 28 dias se observo un ligero aumento en el contenido de humedad siendo el
minimo para el aceite esencial de tomillo en una concentracion de 3000 ppm
(13.38%) y el maximo para el testigo irradiado e inoculado con 14.28%,

observando diferencias entre los tratamientos.
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Cuadro 8. Contenido de humedad en maiz almacenado durante 182 dias en humedad relativa de 85% y 28 °C.

Contenido de humedad (%)

Tratamiento Periodo de almacenamiento (Dias)
(ppm)
0 14 28 42 70 08 126 154 182
Canela
2000 13.20% 13.37% 13.73" 14833 15513 1632° 1588% 1590% 16.142
2000 13.352% 13.452% 13.81° 1480° 1538% 16.16° 16.12% 16.02%® 16.142
4000 13.02% 13.122% 13.91° 14832 15553 16.19° 1597%® 1589%  16.702
Tomillo
22000 13.432 13532 13.94° 14823 15273 16.16° 16.02% 1576  16.052
2000 13.22%  13.62% 13.38° 14.19¢9 14.78® 16.13° 15802 1530° 15.97 @
4000 13.342% 13.492 13.94" 14.75°¢ 15633 16.35° 15993 15993  16.252
Mezcla
2000 13502 13.00% 14.24" 14863 15492 16.11° 1571%® 1593%®  16.192
2000 13.08% 13.172 13.890" 1455P 15003 16.11° 1583% 1570%  16.082
4000 13.31% 13.11% 14.03%® 14179 1550% 16.08° 14.02° 16.26%® 16.132
Testigo
™ 0 13.222 13422 14282 1501 15702 16.942 16.35% 16.00®® 16.502
2 o 13.11% 13.15% 1460% 1548?% 1566%* 16.46%* 16.15%*  16.47*  16.29°

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).

T'= Testigo irradiado e inoculado con A. flavus; T*= testigo no irradiado y no inoculado
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En el muestreo realizado a los 42 dias de almacenamiento el contenido de
humedad se mantuvo por arriba de 14% para todos los tratamientos y observando
gue en los testigos irradiado e inoculado y no irradiado se alcanzaron los mayores
contenidos de humedad 15.01% y 15.48% respectivamente.

A los 70 dias de almacenamiento el maiz se mantuvo por arriba de 15% de
contenido de humedad con excepcion del tratamiento de tomillo 3000 ppm en
donde obtuvo 14.78%, observando una diferencia significativa con el testigo
irradiado inoculado el cual presentd un contenido de humedad de 15.70%.

En el maiz almacenado durante 98 dias se alcanzé un contenido de humedad por
arriba del 16%. EIl tratamiento de la mezcla de aceites esenciales de canela y
tomillo en 4000 ppm presentd el menor contenido de humedad con 16.08% v el
mayor contenido de humedad se determind en el tratamiento de tomillo 4000 ppm
con 16.35%.

A partir de los 126 dias el contenido de humedad disminuy6 en la mayoria de los
tratamientos a excepciéon del tomillo 2000 ppm Yy los testigos que se mantuvieron
por arriba del 16%. En la mezcla 4000 ppm se obtuvo el minimo contenido de
humedad de 14.02%.

En el muestreo a los 154 dias la humedad minina fue de 15.30% en el tratamiento
de tomillo 3000 ppm y la maxima se determiné en la mezcla 4000 ppm con
16.26% de contenido de humedad en el maiz.

En el dltimo muestreo realizado a los 182 dias se alcanz6 el méas alto contenido de
humedad durante todo el almacenamiento que fue de 16.7% en canela 4000 ppm
y el minimo contenido de humedad de este muestreo fue de 15.97% en tomillo
3000 ppm. El contenido de humedad favorable para el crecimiento de A. flavus es
de 16-18% (Moreno, 1988).

Se ha encontrado que en cualquier volumen de grano almacenado que no es
artificialmente aereado el movimiento lento del aire, establecido por diferencia de
temperatura entre diferentes porciones del grano, resulta una transferencia de
humedad observando diferencia en el contenido de humedad del grano
individuales de maiz de un lote supuestamente uniforme, pudiendo diferir en un

rango de 0.5 hasta 2%. Lo cual explica por que algunos granos son invadidos
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severa y rapidamente por los hongos de almacén, mientras que otros no son
invadidos o lo son en forma menos severa (Christensen y Kaufmann, 1965).

Las fluctuaciones en el contenido de humedades obtenidas a lo largo de este
experimento se debid a que el contenido de humedad inicial del grano fue de
13.02 hasta 13.5%, que al der almacenado en una humedad relativa de 85% el
grano de maiz tiende a alcanzar el equilibrio con la humedad relativa presente,
hasta llegar a un contenido de humedad de 16 a 18% (Moreno, 1988).
Especialmente en los dltimos tres muestreos probablemente las fluctuaciones
(14.02 hasta 16.7%) se debieron a que se estuvieron abriendo las camaras de
humedad para tomar las unidades experimentales, presentdndose una pérdida de
la humedad relativa en equilibrio, provocando que a los 126 y 154 dias de
almacenamiento se presentara una disminucion en el contenido de humedad del
maiz. Los resultados encontrados en este trabajo a lo largo de todo el periodo de
almacenamiento (182 dias) son similares a los reportado por Sanchez, 2005, en
maiz almacenado por 84 dias en humedad relativa de a 85% a 25 °C, en donde
observo las fluctuaciones en el contenido de humedad del maiz obteniendo
contenidos de humedad iniciales de 12.7% hasta 17.4% al final del periodo de
almacenamiento.

En un trabajo realizado por Velluti et al (2004), la variacién de la temperatura
presentd poco efecto sobre la actividad de los aceites esenciales probados entre
estos la canela. Asi mismo la actividad de agua tampoco mostré ningun efecto
sobre la efectividad de los aceites, observando un ligero incremento en el efecto

de los aceites en la actividad de agua mas baja probada por ellos (0.95).

5.1.1 Efecto de los aceites esenciales de tomillo y canela sobre la micobiota
presente.

Los aceites esenciales de canela, tomillo y la mezcla de ambos en todas las
concentraciones inhibieron el crecimiento de los hongos por un periodo de 70 dias
(Cuadro 9). Sin embargo, en el testigo sin irradiar y sin inocular A. flavus se

observd la presencia de colonias de hongos correspondientes a la especie
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Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg a los 14 y 28 dias de almacenamiento

con 42 y 39 aislamientos respectivamente.

A los 42 dias de almacenamiento, en el testigo no irradiado y no inoculado,

ademas de la presencia de F. verticillioides (9 aislamientos) se aislo la especie

Eurotium herbarorium

respectivamente en el testigo no irradiado y no inoculado).

y el género Penicillium sp. (29 y 7 aislamientos

Cuadro 9. Micobiota presente en maiz tratado con aceites esenciales de canela,

tomillo y una mezcla de ambos almacenados a 85% de humedad relativa, 13% de

contenido de humedad a 28° C y un periodo 182 dias.

TRATAMIENTO Periodo de almacenamiento (Dias)
(ppm) 0
No. De Grado de
Colonias Inhibicién (%)
CANELA A|lB|C|DJ|E
2000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
3000 Ob | Oa| Oa | Oa | Oa 100
4000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
TOMILLO
2000 Ob | Oa| Oa | Oa | Oa 100
3000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
4000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
MEZCLA
2000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
3000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
4000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100
TESTIGO
T o Ob | Oa | Oa | Oa | Oa
™ 0 22a | OQa | Oa | Oa | Oa

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas

(Tukey, p<0.01).

T'=Testigo irradiado inoculado con A flavus; T?= Testigo no irradiado no Inoculado

A) F. verticillioides, B) E. herbarorium, C) E. rubrum, D) Penicillum sp, E) A.flavus
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CONTINUACION Cuadro 9. Micobiota presente en maiz tratado con aceites esenciales de canela, tomillo y una mezcla de

ambos almacenados a 85% de humedad relativa, 13% de contenido de humedad a 28° C y un periodo 182 dias.

TRATAMIENTO Periodo de almacenamiento (Dias)
(ppm) 14 28 42
No. De Grado de No. De Grado de No. De Grado de
Colonias Inhibicion(%) Colonias Inhibicion(%) Colonias Inhibicién(%)
CANELA A|B|C|D]J|E A|B|]C|D]|E A|l B |C|D]|E
2000 Ob | Oa | Oa | Oa| Oa| 100 | Ob | Oa | Oa [ Oa | Oa| 100 | Ob | Ob | Oa| Ob | Oa | 100
3000 Ob | Oa | Oa | 0Oa| Oa| 100 | Ob | Oa | Oa |[Oa | Oa| 100 | Ob | Ob | Oa | Ob | Oa | 100
4000 Ob | Oa | Oa|0Oa|Oa| 100 | Ob | Oa | Oa|Oa|0a| 100 | Ob | Ob | Oa| Ob | Oa | 100
TOMILLO
2000 Ob | Oa | Oa | Oa| Oa| 100 | Ob | Oa | Oa | Oa | Oa| 100 | Ob | Ob | Oa | Ob | Oa | 100
3000 Ob | Oa [ Oa | 0Oa| Oa| 100 | Ob | Oa | Oa [Oa | Oa| 100 | Ob | Ob | Oa | Ob | Oa | 100
4000 Ob | Oa | Oa|0Oa|Oa| 100 | Ob | Oa | 0Oa|Oa|0a| 100 | Ob | Ob | Oa| Ob | Oa | 100
MEZCLA
2000 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa 100 Ob Ob Oa | Ob | Oa 100
3000 Ob | Oa [ Oa | Oa| Oa| 100 | Ob | Oa | Oa [ Oa | Oa| 100 | Ob | Ob | Oa | Ob | Oa | 100
4000 Ob | Oa | Oa|0Oa|Oa| 100 | Ob | Oa | 0Oa|Oa|0a| 100 | Ob | Ob | Oa| Ob | Oa | 100
TESTIGO
Ti 0 Ob | Oa | Oa | Oa | Oa Ob | Oa | Oa | Oa | Oa Ob Ob Oa | Ob | Oa
™ 0 42a | Oa | Oa | Oa | Oa 39a| 0a | Oa | Oa | Oa 92 | 29a | Oa | 7a | Oa

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).

T'=Testigo irradiado inoculado con A flavus; T?= Testigo no irradiado no Inoculado

A) F. verticillioides, B) E. herbarorium, C) E. rubrum, D) Penicillum sp, E) A.flavus
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CONTINUACION CUADRO 9. Micobiota presente en maiz tratado con aceites esenciales de canela, tomillo y una mezcla

de ambos almacenados a 85% de humedad relativa, 13% de contenido de humedad a 28° C y un periodo 182 dias.

TRATAMIENTO

Periodo de almacenamiento (Dias)

(ppm) 70 98 126
No. De Grado de No. De Grado de No. De Grado de
Colonias Inhibicion(%) Colonias Inhibicion(%) Colonias Inhibicion(%)
CANELA A B cCc |D|] E Al B C D E A| B C |D| E
2000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 100 | Oa | Oc | Ob | Ob | Ob 100 [Oa| Oc | 2o | Oa | Ob 100
3000 Ob Oc Oc | Ob| Ob | 100 | Oa | Oc Ob | Ob | Ob 100 | O0a | 1c Oc | Oa | Ob 99
4000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 100 | Oa | 1c | Ob | Ob | Ob 99 [0a| 1c | Oc | Oa | Ob 99
TOMILLO
2000 Ob Oc Oc Ob Ob 100 Oa Oc Ob Ob Ob 100 Oa 1c 1c Oa | Ob 98
3000 Ob Oc Oc | Ob| Ob | 100 | Oa | 1c Ob | Ob | Ob 99 | 0a| Oc Oc | Oa | Ob 100
4000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 100 | Oa | Oc | Ob | Ob | Ob | 100 |Oa| Oc | Oc | Oa| Ob | 100
MEZCLA
2000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 100 | Oa | 1c | Ob | 1b | Ob 98 | 0a| 2¢ | Oc | Oa| Ob 98
3000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 100 | Oa | 1c | Ob | Ob | Ob 99 | 0a| 1c | Oc | Oa | Ob 99
4000 Ob | Oc | Oc |Ob| Ob | 200 [Oa| Oc | Ob | Ob | Ob | 100 | Oa| 1c | Oc | Oa| Ob 99
TESTIGO
T; 0 Ob 31la | 36a | Ob | 19b Oa | 67p | 14a | 21a | 28a Oa | 490 1b Oa | 25a
™ 0 27a | 120 | 52b | 2a | Oa Oa | 95a | 8a | Ob | Ob Oa | 76a | 22a | Oa | Ob

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).

T1:Testigo irradiado inoculado con A.flavus; T?= Testigo no irradiado no Inoculado

A) F. verticillioides, B) E. herbarorium, C) E. rubrum, D) Penicillum sp, E) A.flavus
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CONTINUACION CUADRO 9. Micobiota presente en maiz tratado con aceites esenciales de canela, tomillo y una mezcla
de ambos almacenados a 85% de humedad relativa, 13% de contenido de humedad a 28° C y un periodo 182 dias.

TRATAMIENTO Periodo de almacenamiento (Dias)
(ppm) 154 182
No. De Grado de No. De Grado de
Colonias Inhibicion(%) Colonias Inhibicion(%)
CANELA A B C D E A B B A E
2000 Oa Odc Oc Oa Ob 91 Oa 10b 7ab Oa Ob 83
3000 Oa 32b | 7b | Oa | Ob 51 Oa 9 | 7ab | Oa Ob 84
4000 Oa |1ldc| Oc | Oa | Ob 89 Oa | 8 | 8ab | 0a | Ob 84
TOMILLO
2000 Oa 18e 2c Oa Ob 80 Oa 9p 8ab Oa Ob 83
3000 Oa Oe | Oc | Oa | Ob 100 Oa Ob | Ob Oa | Ob 100
4000 Oa Oc | Oc | Oa | Ob 100 Oa | Ob | Ob | Oa | Ob 100
MEZCLA
2000 Oa le Oc Oa Ob 99 Oa 6b Ob Oa Ob 94
3000 Oa Oe | Oc O0a | Ob 100 Oa 2b Ob Oa Ob 08
4000 Oa |3edc| Oc | Oa | Ob 97 Oa | Ob | Ob | Oa | Ob 100
TESTIGO
T; 0 Oa | 41a | 18ab | Oa | 30a Oa | 29 | 23b | Oa | 34a
™ 0 Oa 74b | 20a | Oa | Ob Oa | 86a | 9ab | Oa | 8ab

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).
Tl:Testigo irradiado inoculado con A.flavus; T?= Testigo no irradiado no Inoculado

A) F. verticillioides, B) E. herbarorium, C) E. rubrum, D) Penicillum sp, E) A.flavus
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En el muestreo a los 70 dias de almacenamiento el testigo sin irradiar e inocular
se identificaron 27 colonias de F. verticillioides, 12 colonias de E. herbarorium, 52
de E. rubrum y 2 de Penicillium sp. Asi mismo en este mismo muestreo en el
testigo irradiado se aislaron e identificaron 31 colonias de la especie E.
herbarorium, 36 de E. rubrum y 19 de Aspergillus flavus. A partir de este periodo
de almacenamiento se hace evidente la presencia de A. flavus (especie inoculada)
debido a un incremento en el contenido de humedad (15.70) del grano.

A los 98 dias de almacenamiento no se observd la presencia de la especie
Fusarium verticilliodes en ambos testigos debido a que es un hongo de campo, el
cual requiere contenidos de humedad y humedades relativas superiores para su
desarrollo, a los que prevalecieron en éstas condiciones de almacenamiento;
favoreciendo el desarrollo de los hongos de almacén.

En el testigo irradiado e inoculado se aislaron los hongos E. herbarorium, E.
rubrum y Penicillium sp. (67, 14 y 21 colonias respectivamente) ademas se
observé una mayor incidencia de A. flavus con 28 aislamientos. En el testigo no
irradiado y sin inocular con A. flavus el hongo que predominé fue E. herbarorium
con 95 aislamientos y 8 de E. rubrum. En los tratamientos el desarrollo de hongos
de almacén en comparacion con los testigos se observé una inhibicion del 99 al
100%,; aislando una colonia de E. herbarorium en los tratamientos de aceites
esenciales de canela 4000 ppm, tomillo 3000 ppm y la mezcla de ambos aceites
en 2000 y 3000 ppm, asi como una colonia de A. flavus en la mezcla de aceites en
la concentracién de 2000 ppm.

En el muestreo realizado a los 126 dias el numero de colonias de hongos de
almaceén fue bajo para el maiz tratado aislando una colonia de E. herbarorium, en
los tratamientos de canela 3000 y 4000 ppm, tomillo 2000 ppm, mezclas de
aceites 3000 y 4000 ppm y 2 colonias en la mezcla de aceites 2000 ppm. Se
aislaron 2 colonias de E. rubrum en el tratamiento canela 2000 ppm y una colonia
en tomillo 2000 ppm. En comparaciéon con el testigo irradiado e inoculado en
donde se aislaron 49 colonias de E. herbarorium, 1 de E. rubrum y 25 de A.
flavus; para el testigo sin irradiar y no inoculado se aislaron 76 colonias de E.

herbaroriumy 22 de E. rubrum.
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A los 154 dias de almacenamiento se observé un mayor nimero de colonias de la
especie E. herbarorium, en el tratamiento con aceite esencial de canela en las tres
concentraciones 2000, 3000 y 4000 ppm, teniendo 9, 32 y 11 aislamientos
respectivamente. En el tratamiento con aceite de tomillo las dosis que presentaron
una mayor actividad antifingica e inhibieron el desarrollo de E. herbarorium,
fueron las concentraciones de 3000 y 4000 ppm en comparacion con la de 2000
ppm en donde se aislaron 18 colonias de esta especie. En el tratamiento con la
mezcla de ambos aceites se observo una inhibicion en el desarrollo de este hongo
ya gue solo se aislé una colonia en el tratamiento de 2000 ppm y 3 en el de 4000
ppm. La especie E. rubrum se presentd en el tratamiento de canela 3000 ppm y
tomillo 2000 ppm con 7 y 2 aislamientos respectivamente. En el testigo tanto
irradiado e inoculado y en el no irradiado y no inoculado se sigue observando una
alta presencia de E. herbarorium 41 y 74 aislamientos respectivamente y de E.
rubrum 18 y 20 colonias en comparacion con los tratamientos los cuales
presentaron un menor numero de aislamientos de hongos. También se observé la
presencia de 30 colonias de A. flavus en el testigo irradiado e inoculado. En el
periodo de 182 dias el aceite esencial de tomillo en concentraciones de 3000 y
4000 ppm inhibié el desarrollo de E. herbarorium, E. rubrum y A. flavus (esta
Gltima fue la especie inoculada) en comparacion con el tomillo 2000 ppm en donde
se aislaron 9 colonias de E. herbarorium, 8 de E. rubrum y ninguna de A. flavus.
En el tratamiento con la mezcla de ambos aceites esenciales también se observo
un buen efecto inhibitorio del desarrollo de las tres especies anteriormente
mencionadas, presentdndose solo E. herbarorium con 6 y 2 colonias en las
concentraciones de 2000 y 3000 ppm respectivamente. El tratamiento con aceite
de canela en todas las concentraciones de 2000, 3000 y 4000 ppm fue el que
presentd menor actividad fungica sobre el desarrollo de E. herbarorium, y E.
rubrum sin embargo inhibié el desarrollo de A. flavus por que se establecid
competencia entre estas especies. En el testigo irradiado e inoculado y el testigo
sin irradiar e inocular la presencia de E. herbarorium (29 y 86 respectivamente), E.

rubrum (23 y 9 aislamientos) y A. flavus (34 y 8 colonias para cada tratamiento
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respectivamente) fue alta en comparacién con el maiz tratado con los aceites

esenciales (Cuadro 9).

Figura 12. A) Micobiota presente en los testigos a los 14 dias. B) Micobiota
presente en los testigos a los 98 dias. C) Micobiota presente en los testigos a los

182 dias. Almacenados a 85% de humedad relativay 28° C.

En el calentamiento se produce una conocida sucesion de hongos. Cada
organismo eleva la temperatura al nivel mas alto que puede resistir y al hacerlo
producen agua como consecuencia de su metabolismo, con lo que se eleva el
valor de la actividad de agua (ay,), hasta el punto que pueden crecer hongos
menos xerofilos. Las especies xeroéfilas de Eurotium puede subir la temperatura a
35-40°C y proporcionar suficiente humedad para que puedan crecer Aspergillus
candidus y A. flavus. Estos hongos a su vez pueden elevar la temperatura a 50°C
y mantenerla a este nivel durante meses; si el calor y el agua se disipan la accion
microbiana cesa.

Matan et al, (2005) encontraron que el aceite esencial de canela en 1000 ppm
inhibi6 el crecimiento de A. flavus durante 17 dias y de Eurotium sp. por 20 dias, a
3000 ppm, el aceite de canela también inhibié el crecimiento de A. flavus por 19
dias y a 4000 ppm inhibié completamente el crecimiento de todos los hongos y
levaduras probados por mas de 40 dias. Sin embargo en este trabajo los
resultados obtenidos demuestran que los aceites esenciales de canela, tomillo y la
mezcla de ambos presentan actividad fungicida hasta por 70 dias de
almacenamiento y a los 98 y 126 dias de almacenamiento el numero de

aislamiento fue muy bajo en comparacion con los testigos presentando una
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actividad fungistatica, con excepciéon de los tratamiento con aceite de tomillo en
concentraciones de 3000 y 4000 ppm en donde se observé una inhibicion total de
los hongos. En los periodos de 154 y 182 dias aunque hubo un incremento en el
namero de granos de maiz invadidos por hongos, la invasion fue relativamente
baja en comparacién con los testigos (Cuadro 9), durante este periodo de
almacenamiento los aceites esenciales de tomillo 3000 y 4000 ppm continuaron
presentando una actividad fungicida del 100%. En un trabajo realizado por
Soliman y Badeaa, (2002) demostraron que el aceite de tomillo presentd el mayor
efecto tdéxico contra el desarrollo in vitro de las especies A. flavus, A. parasiticus,
A. ochraceus y Fusarium moniliforme.

En el campo y almacén los hongos compiten con otras especies (Magan y Lacey,
1984). En esta primera etapa experimental Aspergillus flavus no se establecio
durante los tres primeros periodos de almacenamiento debido a que el contenido
de humedad del grano estaba entre 13 y 15.4% (Cuadro 8), favoreciendo el
desarrollo de E. rubrum y E. herbarorium (Cuadro 9).

A partir de los 70 dias de almacenamiento hasta los 182, se observé un
incremento en el contenido de humedad del grano entre 15 y 16.7%, requeridos
para el desarrollo de A. flavus. Estos resultados tambien fueron observado por
Sanchez (2005), encontrando que las especies de A. flavus, A restrictus Smith y A.
ochraceus son malos competidores, pues no lograron establecerse a lo largo del
almacenamiento de grano de maiz inoculado con una mezcla de especies de
A.restrictus, A. amstelodami, A. chevalieri, A. repens, A ruber, A. ochraceus y A.
flavus con contenidos de humedad de 17 y 18% en diferentes humedades
relativas de 75, 80y 85% a 25°C.

La dosis aplicada de rayos gamma Co® de 10 kGy (Vazquez et al, 2001), no fue
suficiente para eliminar en su totalidad la micobiota inicial presente en el grano de
maiz permitiendo el desarrollo de otras especies principalmente del género
Eurotium ademas de la cepa de Aspergillus flavus inoculada. Sin embargo, a los
70 dias de almacenamiento en el testigo irradiado e inoculado se determiné la
presencia A. flavus y en el testigo no irradiado e inoculado se aislo A. flavus hasta

el final del periodo de almacenamiento (182 dias) y en los tratamientos se inhibid
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el crecimiento de esta especie, casi a lo largo de todo el periodo de
almacenamiento. Estos resultados difieren con los obtenidos en la metodologia
seguida por Velluti et al., 2003 quienes irradiaron con rayos gamma con una

mayor dosis (12 kGy) eliminando la micobiota presente en el grano de maiz.

5.1.2 Determinacion de aflatoxinas

En el Cuadro 10 se muestran los niveles de aflatoxinas determinados en los
diferentes tratamientos con los aceites esenciales de canela, tomillo y la mezcla de
ambos a lo largo de un periodo de almacenamiento de 182 dias, en el cual se
puede observar que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y el
testigo no irradiado y no inoculado en donde no hubo produccion de aflatoxinas o
fue minima. En comparacion con el testigo irradiado e inoculado con A. flavus.

En el primer muestreo a los 14 dias de almacenamiento la produccion de
aflatoxinas en los tratamiento de canela 2000 y 3000 ppm fueron de 0.5y 3 ug/kg
respectivamente, no presentando producciéon de aflatoxinas en los demas
tratamientos de canela 4000 ppm, tomillo y la mezcla de ambos. En el segundo
muestreo a los 28 dias de almacenamiento en el tratamiento de canela en todas
las concentraciones se determinaron de 0.5 a 1 ug/kg; presentando la mayor
produccion de aflatoxinas en este periodo en la mezcla de ambos aceites en la
concentracion de 2000 ppm con 1.5 ug/kg. A los 42 dias de almacenamiento solo
en el tratamiento de canela 2000 ppm se determinaron 0.5 pg/kg. En el siguiente
periodo a los 70 dias los niveles de aflatoxinas se determinaron en el testigo no
irradiado y no inoculado con 0.3 ug/kg, en tomillo 2000 y 3000 ppm con 1.5y 0.5
ug/kg respectivamente, en canela 2000 ppm con 1 ug/kg y presentado la mayor
produccion en este periodo con 11.7 pg/kg el testigo irradiado e inoculado. En el
siguiente muestreo a los 98 dias de almacenamiento solo hubo presencia en el
testigo irradiado con 480 nug/kg, siendo este el nivel mas alto de aflatoxinas
determinado en todo el periodo de almacenamiento. A las 126 dias la presencia
de aflatoxinas se determin6 en canela 2000 con 0.8 pg/kg y en el testigo inoculado
con 420 ug/kg, al igual que en el siguiente periodo a los 154 dias en el mismo

testigo con 465 ug/kg y en el dltimo muestreo a los 182 dias la presencia de
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Cuantificacion de aflatoxinas

Cuadro 10. Efecto de los aceites esenciales de canela, tomillo y mezcla de ambos sobre la produccion de aflatoxinas.

Nivel de Aflatoxinas (ng/kg)

Tratamiento Periodo de Almacenamiento (Dias)

(ppm) 0 14 28 42 70 98 126 154 182
Canela

2000 Ob 05b 05a 05a 1b 0Ob 0.8b Ob 05b
3000 Ob 3a la 0Ob Ob 0Ob Oc Ob 15b
4000 Ob Ob 05a 0Ob Ob 0Ob Oc Ob Ob
Tomillo

2000 Ob Ob Oa Ob 15b Ob Oc Ob 1b
3000 Ob Ob Oa Ob 05b Ob Oc Ob Ob
4000 Ob Ob Oa Ob Ob Ob Oc Ob 05b
Mezcla

2000 Ob Ob 15a Ob Ob 0Ob Oc Ob 05b
3000 Ob Ob Oa Ob Ob 0Ob Oc Ob 05b
4000 Ob Ob Oa Ob Ob 0Ob Oc Oa Ob
Testigo

T 0 Ob Ob Oa Ob 11.7a 480 a 420 a 465 a 440 a
T° 0 0.3a 0b Oa 0b 0.3b Ob Oc Ob 05b

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).

T1:Testigo irradiado inoculado con A.flavus; T?= Testigo no irradiado no Inoculado
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aflatoxinas en el testigo inoculado fue de 440 ug/kg, teniendo también presencia
en el testigo no irradiado y no inoculado (0.5 pg/kg) y los tratamiento de canela
2000 y 3000 ppm (0.5 y 1.5ug/kg), tomillo 2000 y 4000 ppm (1 y 0.5 ng/kg),
mezcla 2000 y 3000 ppm con 0.5 ug/kg cada uno. La presencia de aflatoxinas
determinadas en todos los tratamientos y testigo no irradiado y sin inocular se
encuentran por debajo del limite permitido para consumo humano segun la NOM-
188-SSA1-2002 que es de 20 pg/kg y para animales de 21-300 pg/kg. En
comparacion con el testigo irradiado e inoculado en donde se determind una
produccion de aflatoxinas de 11.7 pg/kg a partir de los 70 dias de
almacenamiento, y la presencia significativa de éstas fue de 480 pg/kg y se
determindé a partir de 98 dias y se mantuvo elevada hasta los 182 dias. De
acuerdo con los resultados obtenidos encontramos que los tratamientos de aceites
esenciales de canela, tomillo, y la mezcla de ambos en todas las concentraciones
aplicadas al maiz inhibieron la produccién de aflatoxinas en comparaciéon con el
testigo inoculado, demostrando que pueden ser utilizados para inhibir el desarrollo
de A. flavus, y por tanto la produccién de aflatoxinas. Estos resultados concuerdan
con los encontrados por Soliman y Badea (2002) en donde los aceites esenciales
de canela y tomillo en concentraciones de 1000, 2000 y 3000 ppm in vitro
inhibieron el desarrollo de las especies de A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceusy
Fusarium moniliforme. Los ingredientes activos que han sido identificados en el
aceites de canela son el aldehido cinamico, O-metoxicinamaldehido y carfone
(Bullerman, 1979, Morozumi, 1978, Dwividi y Dubey, 1993). Asi mismo, muchos
estudios han demostrado que el aceite de canela tiene actividad fungicida y
fungistética contra muchos hongos toxigénicos (Salmera y Pozo, 1991; Patkar et
al., 1993; Ryu y Holt, 1993; Mukherjee Ryu y Nandy, 1994). En el tomillo se ha
encontrado que el ingredientes activo con mayor actividad fungicida y fungistatica
es el timol (40%) (Soliman y Badea, 2002).

Rasooli y Owlia, (2005) encontraron que el aceite esencial de tomillo in vitro en
250 ppm inhibio el crecimiento de A. flavus presentando una accién fungicida y por

lo tanto no hubo produccion de aflatoxinas.

77



EXPERIMENTO II

5.2.0 Contenido de humedad del maiz

En el cuadro 11 se muestran los resultados del contenido de humedad del maiz
durante el almacenamiento por un periodo de 49 dias, con humedad relativa de
85% y temperatura de 27°C inoculado con una cepa de Aspergillus flavus en el
cual se observa que existen minimas diferencias significativas entre los
muestreos.

En el primer muestreo a los 14 dias de almacenamiento se tuvo un contenido de
humedad del maiz de 17.13% en el testigo y maxima de 18.27% en el tratamiento
de canela 4000 ppm, al igual que en el segundo muestreo a los 21 dias se tuvo la
humedad méxima en este tratamiento con 17.35% y un minimo de 16% en el
tratamiento con tomillo 4000 ppm, estos contenidos de humedad son favorables
para el crecimiento de A. flavus quien es capaz de crecer en humedades con un
contenido de humedad de 16-18%. Para el tercer muestreo a los 28 dias de
almacenamiento el maximo contenido de humedad se determiné en el tratamiento
de tomillo 1000 ppm con 16.83% Yy el minimo contenido de humedad con 15.54%
en canela 2000 ppm en este mismo tratamiento se determinaron los minimos
contenidos de humedad en el almacenamiento a los 35 y 42 dias con 15.58 y
16.08% respectivamente; el maximo contenido de humedad a los 35 y 42 dias fue
en el tratamiento de tomillo 3000 ppm con 16.85% para ambos periodos de
almacenamiento. A los 49 dias de almacenamiento el minimo contenido de
humedad 16.04% fue en el testigo y el maximo fue 17.61% en el tratamiento de
canela 1000 ppm, siendo estas condiciones favorables para el desarrollo de A.
flavus y la produccion de aflatoxinas.

En este trabajo se observd que la humedad inicial ajustada no se mantuvo
constante a lo largo del periodo de almacenamiento, observando una disminucion
y variacion en el contenido de humedad debido a la absorcion de agua y
crecimiento de hongos en el grano, estos resultados también fueron encontrados
por Moreno, (2004).
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Cuadro 11. Contenido de humedad en maiz almacenado durante 49 dias en humedad relativa de 85% y temperatura de

27°C

Tratamiento

Contenido de Humedad (%)

Periodo de Almacenamiento (Dias)

(ppm) 0 14 21 28 35 42 49

Canela
1000 18.30a 18.18a  16.542 15.702 15.97"° 16.322  17.612"
2000 17.93° 17.73%*  16.95° 15.54°¢ 15.58" 16.08? 16.792
3000 18.23% 17.83*  16.972 16.512 16.58%° 16.5% 16.43°
4000 18.572  18.27%8  17.35? 16.372  16.48%  16.172 16.35"

Tomillo
1000 17.89° 17.46°  17.072 16.832  16.33%°  16.292 16.16°
2000 18.11%* 17.32° 17.122 16.782 16.482° 16.172 16.15°
3000 18.34% 17.72®*  16.81° 16.74° 16.85° 16.85% 16.30°
4000 18.23%* 17.75*  16.00° 16.71° 15.91%° 16.18? 16.30°

Testigo
0 18.04% 17.13*  17.10° 16.77%  16.55®  16.49° 16.04°

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).
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5.2.1 Efecto de los aceites esenciales de tomillo y canela sobre A. flavus
presente en maiz.

En el Cuadro 12 se muestra el porcentaje de inhibicion de los aceites esenciales
de canela y tomillo durante 49 dias de almacenamiento con una humedad inicial
de =+ 18% a 85% de humedad relativa, en donde se observa que existen
diferencias significativas entre muestreos. La concentracion del aceite esencial de
canela en 1000 ppm, no tuvo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Aspergillus
flavus presentando un grado de inhibicion del 0-1% al igual que el testigo irradiado
e inoculado durante todo el periodo de almacenamiento.

La concentracion de canela 2000 ppm presenté una mayor actividad antifingica e
inhibié el crecimiento del hongo en un 95 % a los 14 dias, esta inhibicién varié a lo
largo del almacenamiento oscilando entre el 98 y 78% de los 21-49 dias. La mejor
actividad antifungica de este aceite fueron las concentraciones de canela 3000 y
4000 ppm observando un 99 a 100% de inhibicion de A. flavus durante todo el
almacenamiento (Figura 13A). A diferencia de Soliman y Badeaa, (2002) en
donde el aceite esencial del canela en las concentraciones de 1000, 2000 y 3000
ppm causoé la inhibicion completa del crecimiento hongos probados in vitro entre
los cuales se encontraba A. flavus. En el trabajo realizado por Couladis et al,
(2004) encontraron que el aceite de canela también presenté un efecto inhibitorio
contra A. flavus.

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren con los encontrados por Soliman
y Badeaa, (2002) en que el aceite esencial de tomillo a concentraciones de 1000
ppm no presentod efecto inhibitorio durante el almacenamiento; en la concentracion
de 2000 ppm de tomillo se tuvo un porcentaje de inhibicién de 77 % a los 14 dias
de almacenamiento esta inhibicion fue disminuyendo en 43, 40 y 25 % (a los 21,
28 y 35 dias respectivamente), a los 42 dias se obtuvo un aumento de 33% y a
los 49 dias 0 % de inhibicion.

En la concentracion de tomillo 3000 ppm se inhibio el desarrollo de A. flavus en 91
% a los 14 dias, la inhibicién en este aceite fue disminuyendo en 77 y 53 % a los
21 y 28 dias, a los 35 y 42 dias se presento una inhibicion de 50% para ambos

muestreos y al final del almacenamiento se obtuvo un 43 %.
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Cuadro 12. Crecimiento de A. flavus en maiz tratado con aceites esenciales de canela y tomillo almacenado a 85% de

humedad relativa, 28° C durante 49 dias.

Tratamiento

(ppm)

Canela
1000
2000
3000
4000

Tomillo
1000
2000
3000
4000

Testigo
0

Periodo de Almacenamiento

0 14 21 28 35 42 49
No. de Grado de No. de Grado de No. de Grado de No. de Grado de No. de Grado de No. de Grado de No. de Grado de
Colonias deinhibicion (%) | Colonias inhibicion (%) Colonias  inhibicion (%) Colonias inhibicion (%) Colonias inhibicion (%) | Colonias inhibicion (%) | Colonias inhibicion (%)
Oa 100 |99 a 1 100 a 0 100 a 0 100 a 0 100 a 0 100 a 0
Oa 100 |5d 95 13d 87 11d 89 2d 98 7d 93 22d 78
Oa 100 Oe 100 Oe 100 Oe 100 le 99 Oe 100 Oe 100
Oa 100 Oe 100 Oe 100 le 99 Oe 100 Oe 100 Oe 100
Oa 100 |100a 0 100 a 0 100 a 0 100 a 0 100 a 0 100 a
Oa 100 23 b 77 57b 43 60 b 40 75b 25 67 b 33 100 a
Oa 100 9¢ 91 23 ¢ 77 47 ¢ 53 50¢ 50 50 ¢ 50 57 ¢ 43
Oa 100 3e 97 3e 97 3e 97 4e 96 Oe 100 2e 98
Oa 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a

Diferentes letras dentro de las columnas presenta diferencias significativas (Tukey, p<0.01).
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Figura 13. A) Inhibicion de Asperguillus flavus con el aceite esencial de canela
(3000 y 4000 ppm). B) Crecimiento de A. flavus en maiz sin tratamiento e
inoculado con A. flavus. Almacenado a 85% de humedad relativa, 28° C durante
49 dias.

Bluma y Etcheverry, (2007 y 2008) encontraron que el aceite de tomillo a 3000
ppm presenta actividad antifangica sobre el crecimiento de A. flavus durante 35
dias en maiz almacenado a 20% de contenido de humedad.

En la concentracion de 4000 ppm el aceite de tomillo fue el que presenté mejor
efecto inhibitorio durante el almacenamiento teniendo de 96 a 98% de inhibicion a
lo largo del almacenamiento. El testigo que fue inoculado con la cepa de A. flavus,
presentd el mayor nimero de colonias aisladas (100) a lo largo de toda la fase
experimental (Figura 13B).

Estos resultados difieren con los obtenidos por Nguefack et al, (2004) en donde
encontraron que el aceite esencial de tomillo en una concentracién de 300 ppm,
redujo el crecimiento micelial de A. flavus en 81% in vitro presentando un efecto
fungistatico, asi mismo inhibi6é la germinacién de los conidios de las especies del
F. moniliforme, A. fumigatus. y de A. flavus en concentraciones de 500, 600 y 1000
ppm respectivamente. Es importante sefialar que en muchos estudios realizados
in vitro se ha encontrado la eficiencia de los aceites esenciales y las oleorresinas

como antimicrobianos o antioxidantes naturales (Ponce et al., 2003; Holley y Patel,
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2005; Sandasi et al., 2008 y Nedurostova et al., 2009). Sin embargo, in vitro

suelen requerirse mayores concentraciones de los extractos.

5.2.2 Determinacion de aflatoxinas

En el Cuadro 13 se muestran los niveles de aflatoxinas determinados en los
diferentes muestreos durante el periodo de almacenamiento, se observa que entre
tratamientos hay diferencias significativas.

En el primer muestreos a los 14 dias de almacenamiento la mayor produccion de
aflatoxinas se determind en el tratamiento de canela 1000 ppm con 723 pg/kg
seguido del testigo inoculado e irradiado con 693 pg/kg y el tratamiento con
tomillo 1000 ppm con 670 pg/kg. En el tomillo 2000 y 3000 ppm se determinaron
346 y 92 ug/kg respectivamente. A los 21 dias la mayor presencia de aflatoxinas
se determinaron en el testigo inoculado con 3500 pg/kg, seguido por canela 1000
ppm con 1240 pg/kg y todos los tratamiento con tomillo con 1239, 660, 169 y 64
pg/kg correspondiendo desde la menor concentracion de tomillo hasta la mayor.
En el siguiente periodo a los 28 dias de almacenamiento la produccion de
aflatoxinas en los tratamientos de canela 1000 ppm (2383 pg/kg), canela 2000
ppm (38 pg/kg), canela 3000 ppm (1 pg/kg), canela 4000 ppm (20 pg/kg). En los
tratamiento de tomillo en 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm, son de 2707, 460, 583 y
104 pg/kg respectivamente y teniendo el nivel méas alto el testigo inoculado con
6700 pg/kg. A los 35 dias de almacenamiento los niveles mas altos de produccion
de aflatoxinas se determinaron en los tratamientos de tomillo con 5900, 453, 536 y
65 ug/kg, en el tratamiento de canela 1000 ppm con 3967 pg/kg y en el testigo
inoculado 3867 pg/kg. Al igual que en el siguiente periodo los niveles de
aflatoxinas mas altos se determinaron en el tratamiento de tomillo con 4467, 397,
357 y 121 ug/kg. En el de canela 1000 ppm con 1300 ug/kg y el nivela mas alto de
este periodo de 42 dias en el testigo inoculado con 5267 pg/kg. En el ultimo
periodo de almacenamiento a los 49 dias, los niveles mas altos son similares a los
dos periodos anteriores presentado los tratamiento de tomillo 4733, 553, 397 y 209

pg/kg, el tratamiento de canela 1000 ppm 713 pg/kg y el testigo inoculado 3533
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Cuantificacion de aflatoxinas

Cuadro 13. Nivel de aflatoxinas en maiz inoculado con Aspergillus flavus y tratado con aceites esenciales de canela y

tomillo.

Nivel de aflatoxinas (ug/kg)

Tratamiento Periodo de almacenamiento (Dias)
(ppm) 0 14 21 28 35 42 49
Canela

1000 Oa 723a 1240b 2383b 3967ab 1300b 713b
2000 Oa 1c 6cC 38 cd 3e 4 cde 1lc

3000 Oa Oc lc 1d le 2 de 1c
4000 Oa Oc lc 20 cd 8e 1 de Oc
Tomillo

1000 Oa 670a 1239b 2707b 5900a 4467a 4733a
2000 Oa 346ab 660b 460cd 453cd 397bc 553 bc
3000 Oa 92 bc 169c 583c 536c¢c 357bcd 397 bc
4000 0Oa Oc 64c 104cd 65de 121 cde 209 bc
Testigo
Inoculado 0Oa 693a 3500a 6700a 3867b 5267 aa 3533a

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (Tukey, p< 0.01)
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Hg/kg. Los tratamientos que presentaron mayor efecto inhibitorio fueron los de
canela en concentraciones de 2000, 3000 y 4000 ppm ya que la presencia de
aflatoxinas determinadas en todos los tratamientos y testigo se encuentran por
debajo de los limites permitidos para el consumo humano por la NOM-188-
SSA1-2002 que es de 20 ug/kg de aflatoxinas. Con excepcion de canela 2000
ppm a los 28 dias de almacenamiento en donde la produccion de toxinas fue
de 38 ug/kg. Estos resultados concuerdan con el trabajo de (Sinha et al, 1993)
en el cual encontr6 que en el grano de maiz almacenado durante 10 dias bajo
condiciones favorables, el aceite esencial de canela y clavo son efectivos
contra la inhibicion de la sintesis de las aflatoxinas produidas por A. flavus.

En un trabajo realizado por Gowda et al, (2004), encontro que el aceite esencial
de canela en concentracion de 2000 ppm no inhibié el crecimiento micelial de
A. flavus, sin embargo observo la inhibicion de la produccién de aflatoxinas. El
cual sugiere que el modo posible de accidbn de estos compuestos esté
interfiriendo en la via biosintética de la produccion de las aflatoxinas, sin afectar
al crecimiento del hongo, dando por resultado la inhibicion parcial o completa
de la produccién de aflatoxinas.

El tratamiento del aceite esencial de tomillo en 4000 ppm (64-209 ug/kg) podria
ser utilizado para el consumo animal ya que los niveles de aflatoxinas
determinados a lo largo del almacenamiento estan por debajo de 300 pg/kg de
aflatoxinas permitidas por la NOM-188-SSA1-2002.

En su estudio Bluma y Etcheverry, (2007), demostraron que el aceite esencial
de tomillo tuvo efecto inhibitorio sobre la fase lag, la fase exponencial de
crecimiento y en la sintesis de aflatoxinas en A. flavus inoculado en maiz estéril
con contenidos de humedad mayores a 20%. Mahmound, (1994) observo que
el cinamaldehido en 1000 ppm suprimio totalmente el crecimiento de A. flavus
in vitro por lo tanto la formacion de aflatoxinas. También encontro que la
concentracion minima efectiva de inhibicion del cinamaldehido fue de 200 ppm.
Hitokoto, et al, (1980) extrajo el timol del tomillo y encontré que la inhibicion del
crecimiento del género A. flavus in vitro fue en concentracion de 400 ppm. En
una concentracion de 200 ppm, el timol present6 una actividad parcial con 72%
y un 98%, de inhibicién del crecimiento y sintesis de aflatoxinas.

La produccion de aflatoxinas en las dos etapas experimentales fue diferente

siendo el contenido de humedad inicial de 18% donde se presentd la mayor
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produccion de aflatoxinas, debido a que es la humedad Optima para la
produccion en maiz, a diferencia de el contenido de humedad inicial de 13%.
Durante el segundo experimento hubo mas desarrollo de A. flavus y por lo tanto
mayor produccion de aflatoxinas, debido a la actividad de agua que es un
parametro importante que determina el crecimiento de A. flavus en los granos
de maiz durante el almacenamiento (Moreno, 1996).

En un estudio realizado por Soliman y Badeaa (2002) en trigo inoculado con A.
flavus, A. parasiticus, A. ochraceus y F. moniliforme, almacenados de 2 a 8
semanas observaron que el grado de inhibicion del crecimiento de estos
hongos y la produccion de micotoxinas es dependiente de la concentracion de
aceites esenciales usados. Es decir el efecto inhibitorio del aceite es
proporcional a su concentracion.

Muchos aceites esenciales ejercen actividad antimicrobiana, pero el
mecanismo de la accion no se entiende a menudo completamente. Nguefack et
al, (2004) demostré en su trabajo la bioactividad de los aceites esencial, tal
como su propiedad antimicrobiana.

Segun Chao et al, (2005) la mayor parte de los componentes quimicos de los
aceites esenciales son compuestos terpenoides, incluyendo los monoterpenos,
los sesquiterpenos, y sus derivados oxigenados. Estos compuestos de poco
peso molecular facilmente se difunden a través de las membranas celulares

para inducir las reacciones biolégicas.
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CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de canela, tomillo y la mezcla de ambos (2000, 3000 y
4000 ppm) presentaron mejor efecto sobre el desarrollo de hongos de almacén
en contenidos de humedad de 13 a 16% protegiendo al grano por un periodo
de 182 dias.

En el contenido de humedad de 13% los aceites esenciales de canela, tomillo y
la mezcla de ambos; inhibieron la produccion de aflatoxinas, en todas las

concentraciones utilizadas

El grano de maiz almacenado en 13% de contenido de humedad el aceite
esencial de tomillo en concentraciones de 3000 y 4000 ppm presentaron la
mejor actividad antifungica sobre el desarrollo de A. flavus y otros hongos de

almacén.

En la segunda fase experimental los aceites esenciales de canela y tomillo
(2000, 3000 y 4000 ppm) presentaron un efecto fungistatico sobre el
crecimiento micelial de A. flavus reduciendo la produccion de aflatoxinas en el

grano de maiz almacenado con contenido de humedad de 18%.

Los aceites esenciales de canela y tomillo en 1000 ppm no presentaron
actividad antifungica sobre el crecimiento de A. flavus y la produccion de

aflatoxinas.

El aceite esencial que presentd la mejor actividad antifingica sobre le
desarrollo de A. flavus y la produccion de aflatoxinas fue el de canela en
concentraciones de 2000, 3000 y 4000 ppm en grano de maiz almacenado en

contenidos de humedad de 18% durante 49 dias.

Los aceites esenciales de tomillo y canela produjeron la inhibicion del

crecimiento miceliar de A. flavus y de la produccion de aflatoxinas.
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El aceite de canela en concentraciones altas redujo el crecimiento del hongo de

modo que impidieron la produccién de aflatoxinas.

El mecanismo de la inhibicion y de la destruccion por aceites esenciales es
variado por que los compuestos microbianos son diversos desde el punto de

vista quimico.

Los aceites esenciales son una alternativa de aplicacion practica en la
inhibicién de la produccion de aflatoxinas en el maiz almacenado, ya que estos
aceites esenciales pueden ser usados como sustitutos de fungicidas quimicos
con la ventaja de carecer de efectos secundarios y no dejan residuos toxicos

en los alimentos.
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Anexo 1.

Efecto de diferentes aceites esenciales sobre el desarrollo micelial de

Aspergillus flavus.

En el cuadro 1 se puede observar que los aceites esenciales de canela, clavo,
orégano, tomillo blanco y tomillo rojo inhibieron al hongo en un 100%,
presentando un efecto fungicida, también se observa que el aceite de
hierbabuena tuvo efecto inhibitorio durante 9 dias, sin embargo a los 15 dias
presento un crecimiento de 1.17 cm, teniendo un efecto fugistatico. Los aceites
de anis, eucalipto, limon centrifugado no presentaron ningun efecto sobre el
crecimiento micelial de la colonia, incluso algunos estimularon el desarrollo de
A. parasiticus EIl limon frio y la toronja inhibieron ligeramente en un 9.62 y 5.31
% el desarrollo de la colonia, presentando un efecto fungistético. Los aceites de
naranja presentaron una mayor inhibicion (53.57a y 51.08b %), seguidos por la

mejorana (23.22%) y romero (19.08%) teniendo efecto fungistatico.

Cuadro 1. Actividad antifungica de diferentes aceites esenciales en
concentracion de 2000ppm sobre el desarrollo micelial de Aspergillus flavus.

Aceite esencial (2000 ppm) | 3 dias | 6dias | 9 dias | 15dias | Grado de Actividad
Inhibicién (%) | antifingica

Control 113 | 258 | 3.88 | 6.03

Anis 163 | 4.2 5.6 6.21 0 Ft
Canela 0 0 0 0 100 Fg
Clavo 0 0 0 0 100 Fg
Eucalipto 153 | 3.56 | 4.16 6.1 0 Se
Limén 113 | 3.06 | 43 6.33 0 Se
Limén centrifugado 131 | 276 | 343 | 6.48 0 Se
Limén frio 1.06 | 206 | 355 | 545 9.62 Ft
Mejorana 1.083 | 21 | 3.06 | 4.63 23.22 Ft
Naranja a 0.93 | 1.58 | 2.58 2.8 53.57 Ft
Naranja b 0.03 | 058 | 155 | 2.95 51.08 Ft
Orégano 0 0 0 0 100 Fg
Romero 07 | 193 | 271 | 488 19.08 Ft
Tomillo blanco 0 0 0 0 100 Fg
Tomillo rojo 0 0 0 0 100 Fg
Toronja 0.88 | 208 | 3.26 | 5.71 5.31 Se
Yerbabuena 0 0 0 117 80.6 Ft

** Ft = fungistatico; Se = sin efecto; Fg = fungicida



Anexo 2.
Técnica de determinacion de aflatoxinas

La determinacion de la concentracion de aflatoxinas totales de las muestras
de maiz se realizaron por el método de Cromatografia de Inmunoafinidad
utilizando el método 99.31 de inmunoensayo de la AOAC Internacional,
(1995).

El cual consistio en pesar 50 g de las muestras del maiz, en vasos de plastico
para licuadora de 250 ml, adicionando 5 g de NaCl y 100 ml de metanol al
80%, mezclando durante un minuto a maxima velocidad en la licuadora, se
filtr6 la muestra con papel Watman No.1. Se tomaron 10 ml del filtrado y se
diluyeron en 40 ml de agua destilada, de esta dilucion se tomaron 10 ml y se
filtraron en un embudo con papel microfibra de vidrio. Posteriormente se
pasaron a través de la columna de inmunoafinodad Afla Test; se lavo la
columna con 10 ml de agua destilada dos veces y después se agreg6é 1 ml de
metanol grado HPLC a la columna, recibiendo el extracto en un vial. Se
adicion6 1ml de revelador Afla Test (solucion de bromo al 0.03 %) a la
muestra obtenida, se mezcld en el Vortex por 10 segundos y finalmente se
coloco la muestra en un fluorometro marca VICAM Series — 4 Fluorometer

registrando la lectura después de 1 minuto.
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