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RESUMEN

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos toxicos producidos principalmente por
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus y son halladas frecuentemente en cereales.
La aflatoxina B; es el miembro mds tdxico y carcinogénico del grupo de las aflatoxinas.
Debido a que el uso de fungicidas en los cultivos agricolas ha provocado el desarrollo de
resistencia fingica, contaminacion ambiental y riesgos de salud publica, se ha estudiado
la actividad antifingica de los extractos de plantas silvestres, para la bisqueda nuevas
alternativas en el control de hongos y sus micotoxinas. Es por ello, que el objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la actividad antifingica y antiaflatoxigénica de
extractos de toronjil (Melissa officinalis) sobre Aspergillus flavus. Se obtuvieron
extractos de Melissa officinalis utilizando etanol al 80,00% y metanol al 70,00%. Se
determind la actividad antifingica de los extractos obtenidos a través de dos
metodologias; con una se obtuvieron los extractos etanodlico y metanolico, y con la otra
se obtuvieron extractos acuosos. Adicionalmente, se determino la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) de los extractos acuosos sobre Aspergillus flavus y finalmente se
determind la actividad antiaflatoxigénica a través del método de enzima inmunoensayo
competitivo (ELISA). Los resultados obtenidos de la actividad antifingica mostraron
que los extractos etandlico y metandlico produjeron un porcentaje de inhibicion en
promedio de 23,62% y 50,00%, respectivamente, sobre el hongo ensayado, mientras que
el extracto acuoso de origen etandlico y el acuoso de origen metandlico evidenciaron en
promedio halos de inhibicion de 22 mm y 23 mm, respectivamente. Asi mismo,
presentaron unas CMI de 23,30 mg/ml y 33,30 mg/ml, respectivamente. En cuanto a la
actividad antiaflatoxigénica, el extracto acuoso de origen etandlico redujo las
concentraciones de aflatoxinas de 5, 15 y 45 pg/kg en un 90,00%, 85,28% y 84,70%,
respectivamente; en cambio, el extracto acuoso de origen metanolico redujo las
concentraciones de aflatoxinas en un 86,00%, 91,59% y 89,31, respectivamente. En
conclusion, los extractos de Melissa officinalis mostraron actividad antifungica y
antiaflatoxigénica sobre Aspergillus flavus, inhibiendo en gran parte su crecimiento y
reduciendo significativamente las concentraciones de aflatoxinas.



INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos quimicos toxicos producidos como metabolitos
secundarios por varios hongos, cuando crecen en condiciones favorables, y son
excretados por ellos en diversos sustratos, los cuales incluyen granos, cereales, nueces,
especias, frutas, verduras, semillas oleaginosas, entre otros, que son utilizados para el
consumo humano y/o animal. La contaminacion de estos alimentos por hongos y sus
respectivos metabolitos tdxicos ocurre, principalmente, durante los periodos de pre y
post cosecha, en los cuales la humedad y la temperatura juegan un papel importante en
el crecimiento del hongo y en la produccion de micotoxinas (Sibanda et al., 1997,
Dalcero et al., 1998; FAO, 2004; Trucksess et al., 2006; Bloom et al., 2007; Kralj y
Prosen, 2009).

La toxicidad de las micotoxinas es individual, variable y depende de las condiciones
fisicas y quimicas de cada toxina, del nivel de consumo, del tiempo de exposicion, de las
especies de animales contaminadas, del sexo, de la edad, de la raza, del estado
fisioldgico y nutricional de los consumidores, de las condiciones ambientales y de la
sinergia entre las micotoxinas presentes simultaneamente en los alimentos y piensos.
Ademads, las micotoxinas presentan una gama de efectos toxicos que van desde los
carcinogénicos, teratogénicos o mutagénicos, hasta alteraciones de tipo hormonal o
inmunosupresor. Se conocen mas de 300 micotoxinas; sin embargo, las principalmente
asociadas a problemas de toxicidad alimentaria son: las aflatoxinas, las ocratoxinas, la
zearalenona, las fumonisinas y los tricotecenos. Las aflatoxinas han despertado un
mayor interés debido a su toxicidad aguda y crénica, y su continua presencia como
contaminantes en productos de consumo humano y/o animal (Cutuli et al., 1991;
Sanchis et al., 2000; Bennett y Klich, 2003; Heidler y Schatzmayr, 2003; Requena et al.,
2005; Trucksess et al., 2006).

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos fingicos que, quimicamente, son derivados
difurano cumarinas, comunmente encontradas en el maiz, mani, higos, algodon, leche,

tabaco, frutos secos y otros alimentos. Estas toxinas fueron aisladas y caracterizadas en



1960, después de la muerte de miles de pavos en Londres, debido a una necrosis aguda
del higado e hiperplasia del conducto biliar (conocida como enfermedad X de los
pavos), como consecuencia del consumo de harina de mani contaminada con toxinas de
Aspergillus flavus. Recientemente, se confirm¢ la intervencion del acido ciclopiazénico
en la etiologia de la enfermedad X de los pavos. Las aflatoxinas han sido descritas como
hepatotdxicas, carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas (D'Mello y Macdonald,
1997; Sibanda et al., 1997; Bennett y Klich, 2003; FAO, 2004; Boermans y Leung,
2007; Martins et al., 2007; Biagi, 2009).

En la actualidad se conocen 18 tipos de aflatoxinas, de las cuales s6lo las aflatoxinas del
grupo B (B; y B2), G (G, y G2) y M (M; y M) tienen importancia como contaminantes
de alimentos. Las aflatoxinas del grupo B y G son directamente producidas por el hongo,
y las del grupo M son derivados hidroxilados de los grupos anteriores. La designacion B
y G es debida a su fluorescencia bajo la luz ultravioleta (Blue: azul y Green: verde) y la
numeracion 1 y 2 hace referencia a la movilidad cromatografica relativa (Bennett y

Klich, 2003; Del Rio et al., 2007; Soriano, 2007; Marai y Asker, 2008).

La aflatoxina B; (AFB1) es el principal miembro téxico del grupo de las aflatoxinas, ya
que es el mas poderoso carcindgeno natural que se ha conocido y ha sido clasificado por
la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer como un carcinogénico en
seres humanos del grupo I. Se puede encontrar en la cebada, frijoles, granos, semillas de
algodon, arroz, trigo, entre otros productos agricolas. Algunos efectos de la AFB1 es que
produce disminucién de entrada o rechazo de comida en animales, reduccion de la
absorcion nutritiva y del metabolismo, hemorragias y necrosis (Boermans y Leung,

2007; Martins et al., 2007; Soriano, 2007; Oliveira et al., 2009).

Las aflatoxinas son producidas, principalmente, por Aspergillus flavus y Aspergillus
parasiticus, que son especies del género Aspergillus pertenecientes a la seccion Flavi,
los cuales se encuentran mayoritariamente en regiones subtropicales y tropicales con
clima calido y himedo. Ambas especies se encuentran habitualmente contaminando

cultivos de maiz, mani, semillas de algodon, cereales y especias. A. flavus tipicamente



produce las aflatoxinas B; y B, y, a menudo, el &cido ciclopiazénico, mientras que A.
parasiticus produce las aflatoxinas Bj, B,, G; y G, pero no acido ciclopiazonico
(D'Mello y Macdonald, 1997; Magnoli et al., 1998; Placinta et al., 1999; Horn et al.,
2000; Gongalez et al., 2003; Maraqa et al., 2007; Soriano, 2007; Lazo y Sierra, 2008;
Biagi, 2009).

El género Aspergillus pertenece a la subdivision Deuteromycotina, la cual se caracteriza
por reproducirse por conidios a partir de una célula conidiégena (reproduccion asexual)
y de carecer de reproduccion sexual o estado perfecto. Ademas, los deuteromicotinas se
dividen generalmente en base a la formacion de sus conidios. Las colonias del género
Aspergillus son de crecimiento rapido, presentandose en diferentes tonos: blanquecinas,
amarillentas, marrén-amarillentas, negruzcas, marron-negruzcas o verdosas. Estan
compuestas por densas agrupaciones de conididéforos erectos sobre los que se encuentran
las células conididgenas, que son las que originaran las esporas asexuales o conidios. La
vesicula, fidlides, métulas y conidios forman la cabeza conidial. Los conidios en cadenas
pueden formar columnas compactas o divergentes, son unicelulares, lisos o rugosos e

hialinos o pigmentados (Samson et al., 1995; Soriano, 2007).

Las colonias de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son de color verde
amarillento a verde olivaceo y pueden presentar esclerocios marrones o negros, variables
en forma y tamafio. A. flavus presenta conidiéforos de paredes gruesas, incoloros y
rugosos. La vesicula es subglobosa o globosa y las fidlides son uniseriadas o biseriadas.
Los conidios son lisos o ligeramente rugosos y las cabezas conidiales habitualmente
biseriadas. Aspergillus parasiticus, en cambio, presenta conidioforos de paredes lisas y
pigmentados, y fidlides incoloras o amarillo palido. Los conidios son de paredes gruesas,
globosos, rugosos y de color amarillo-verde, las cabezas conidiales suelen ser

uniseriadas (Hedayati et al., 2007; Soriano, 2007).

Estas dos especies de Aspergillus se desarrollan cuando condiciones, como la
temperatura y la humedad, favorecen su proliferacion. A. flavus puede proliferar a

temperaturas de 10 a 43°C, produciendo aflatoxinas en un intervalo de temperaturas de



15 a 37°C, y puede proliferar con una actividad de agua alta, aproximadamente de 0,99.
A. parasiticus puede crecer a una temperatura de 30°C y producir toxinas a 28°C.
Ademas, puede proliferar con una actividad de agua minima de 0,83 y producir

aflatoxinas en un valor de 0,87 (D'Mello y Macdonald, 1997; FAO, 2004).

En cuanto a la legislacion de las micotoxinas, numerosos paises han establecido
reglamentos para su control, centrados basicamente en las aflatoxinas. A nivel mundial,
en el afio 2003 alrededor de 99 paises tenian reglamentos para las micotoxinas en los
alimentos y/o en las raciones representando, aproximadamente, el 87% de los habitantes
del planeta. De hecho, todos los paises con reglamentaciones para las micotoxinas tenian
en el afio 2003, al menos, limites reglamentados para la aflatoxina B; o para aflatoxinas
totales. Para la aflatoxina B; en los alimentos, los paises pertenecientes a la Union
Europea (UE) y la Asociacion Europea de Libre Comercio (AELC) se rigen por el valor
limite de 2 pg/kg, mientras que 21 paises de Africa, de Asia/Oceania, de América Latina
y de Europa aplican el valor limite de 5 pg/kg. Para las aflatoxinas totales en los
alimentos, los paises pertenecientes a la UE y AELC se rigen por el valor de 4 pg/kg, y
por otro parte, en 17 paises, la mitad de ellos en América Latina y en varios paises del

Africa, ademas de Estados Unidos, aplican el valor de 20 pg/kg (FAO, 2003).

Los paises pertenecientes a la UE, AELC y otros paises en el Africa, Asia y América
Latina aplican el valor maximo permitido de aflatoxina M; de 0,005 pg/kg en los
productos lacteos, mientras que Estados Unidos y varios paises asiaticos y europeos se
rigen por el valor de 0,5 pg/kg. En Venezuela, solamente se encuentran reglamentados
los niveles maximos de las aflatoxinas totales para maiz, harina de maiz, manies,
manteca de mani y alimentos concentrados para aves en 20 pg/kg y de la aflatoxina M
para la leche de consumo en 0,5 pg/kg y leche en polvo en 5,0 pg/kg (COVENIN, 1983;
FAO, 2003).

Para destruir, inactivar o eliminar las micotoxinas y los efectos toxicos de los alimentos
contaminados con ellas, se debe contar con un método de descontaminacién ideal que

sea facil de usar, econdmico, que no forme compuestos mas toxicos que la micotoxina



original y no altere las cualidades nutricionales ni organolépticas de los alimentos. El
control de estas sustancias toxicas se realiza mediante métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos. Los tratamientos fisicos incluyen: la seleccion de granos, el
descascarillamiento, la separacion mecénica de la céscara y el polvo del resto del cereal,
el lavado, la flotacion, la temperatura, la absorcion con solventes orgéanicos y la
irradiaciéon. Asi se tiene, por ejemplo, que la eliminacion fisica de los manies
descoloridos, dafiados o mal desarrollados disminuye de manera significativa la
concentracion de las aflatoxinas y fumonisinas. La eliminacién de los granos de maiz
menores de 3 mm puede reducir el nivel de fumonisinas en un 70,00%. La flotacion
puede disminuir hasta un 90,00% las altas concentraciones de aflatoxinas en el maiz y el
mani contaminado, debido al flote sobre el agua. El enjuague de los granos con agua o
con solucidon de carbonato de sodio podria reducir la concentracion de las micotoxinas
deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA) y fumonisinas en trigo y maiz (Sanchis et al.,

2000; Peraica et al., 2002; Heidler y Schatzmayr, 2003; Soriano, 2007).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que las micotoxinas son resistentes al calor, por
lo que las altas temperaturas no son utilizadas en la descontaminacion de cereales y otros
productos agricolas, debido a sus repercusiones en las propiedades nutricionales y
organolépticas de los alimentos obtenidos. El uso de absorbentes en los alimentos para
animales ha mostrado efectividad para determinadas micotoxinas, aumentando la
productividad y reduciendo la mortalidad, pero ha mostrado el inconveniente de
absorber minerales y vitaminas, aunque su incorporacion en los piensos permite la
formacion de compuestos inertes, irreversibles y estables, previniendo la formacion de
metabolitos mas toxicos que la micotoxina original. Los absorbentes mas utilizados son
el carbon activo, los glucomananos esterificados, la colestiramina y los aluminosilicatos.
La irradiacion es una de las tltimas técnicas fisicas utilizadas y los diferentes tipos de
irradiaciones (irradiacion y, X, UV,) han sido probados para la detoxificacion de
micotoxinas. La y-irradiacion reduce la concentracion de las toxinas T-2, ZEA y DON
en el trigo. Es importante destacar, que el éxito de los procedimientos fisicos depende
del nivel de contaminacion y la distribucion de las micotoxinas, y ademas, varias de

estas técnicas son relativamente costosas y pueden eliminar o destruir nutrientes



esenciales en los alimentos (Peraica et al., 2002; Heidler y Schatzmayr, 2003; Soriano,

2007).

Los métodos quimicos requieren de facilidades de reaccion, tratamientos adicionales,
como secado y limpieza, que implican mas tiempo y resultan ser costosos; sin embargo,
el uso de compuestos quimicos como perdxido de hidrogeno, bisulfito, cloro, hidréxido
de calcio, azucares, ozono o compuestos fungistaticos (acido propidnico, acido férmico,
hidroxido de sodio, propionato de amonio, entre otros) tienen la capacidad de degradar
las toxinas fungicas de productos agricolas. El peréxido de hidroégeno destruye en gran
cantidad la aflatoxina B, en el maiz y no deja metabolitos mas toxicos que la micotoxina
original. El bisulfito de sodio es un aditivo alimentario que reduce significativamente el
DON vy la aflatoxina B; en alimentos para cerdos a base de maiz. El cloruro de sodio
reduce la concentracion de aflatoxinas en manies sin cascara, cocidos bajo presion. En el
proceso de nixtamalizacion, el maiz se cocina en agua adicionada con cal, permitiendo la
reduccion de las aflatoxinas en un 90,00%, debido a que éstas se transforman en
metabolitos no toxicos como aflatoxina B, y Ga,. Por otra parte, el calentamiento de la
fumonisina B, junto con glucosa durante 48 horas, puede reducir la cantidad de esta
micotoxina hasta un 95,00%. Asi mismo, el ozono puede degradar las aflatoxinas en
cereales. Los fungistaticos como el acido propidnico y sus sales cdlcica y sodica, el
propionato de amonio, el acido sérbico y su sal potasica, el acido formico y sus sales
calcica y sddica inhiben el crecimiento y la proliferacion de los hongos micotoxigénicos,
debido a que inhiben la sintesis de varias enzimas a nivel de la célula fungica (Huwig et

al., 2001; Peraica et al., 2002; Heidler y Schatzmayr, 2003; Soriano, 2007).

Dentro de los métodos bioldgicos tenemos: el uso de enzimas biotransformadoras, de
agentes biologicos de control y de plantas modificadas genéticamente. Las enzimas
biotransformadoras pueden transformar las micotoxinas en compuestos menos toxicos o
no toxicos. Por ejemplo, es probable que una proteina con caracteristicas enzimaticas
producidas por Flavobacterium aurantiacum sea la responsable de la reduccion de la
aflatoxina B;. En el caso de los agentes biologicos, se aplican hongos u otros

microorganismos antagoénicos para que inhiban el crecimiento de los hongos



micotoxigénicos y sus metabolitos en el producto elaborado. Cepas no aflatoxigénicas
de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus compiten con las cepas micotoxigénicas,
logrando reducir las aflatoxinas en un 99,00% en cereales. Por otra parte, la bacteria
Flavobacterium aurantiacum, puede eliminar la aflatoxina B; en aceites vegetales, maiz,
manies y derivados. Las plantas modificadas genéticamente reducen la contaminacion
por micotoxinas. El llamado maiz Bt, es un maiz al que se le ha ingresado los genes de
la bacteria Bacillus thuringiensis, que elaboran una toxina dafiina para las larvas de
lepidopteros que se alimentan de la planta, minimizando la infeccion de ciertos hongos y

disminuyendo los niveles de fumonisinas (Soriano, 2007).

Mundialmente, las pérdidas después de las cosechas han sido estimadas en un 50,00% y
es debido mayoritariamente a las infecciones fingicas. En paises en vias de desarrollo,
las pérdidas después de las cosechas son a menudo més severas, debido a la carencia de
manejo adecuado e instalaciones de almacenaje de atmosfera refrigeradas controladas.
Los hongos en alimentos almacenados son responsables del cambio de sus
caracteristicas organolépticas, de la reduccion del valor nutricional y la consiguiente
produccion de micotoxinas. Actualmente, la actividad antifingica de las plantas ha sido
estudiada por las resistencias de patogenos a los diferentes fungicidas comerciales
utilizados, en el control de enfermedades de cultivos agricolas y por la presencia de
residuos quimicos en la cadena de alimentos, lo que ha estimulado en los tltimos afios a
la busqueda de nuevas sustancias antifungicas de origen vegetal, las cuales han sido
efectivas contra fitopatogenos tanto in vitro como in vivo. Los extractos naturales de
plantas son de interés por ser sustitutos efectivos para producir sintéticamente agentes
antimicrobianos y son una alternativa para evitar la contaminacion de alimentos o
piensos por hongos (Magro et al., 2006, Marquez et al., 2007, Thanaboripat et al.,
2007).

Los aceites esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos caracterizados
por un olor fuerte, producidos por plantas aromdticas como metabolitos secundarios,
constituidos generalmente por terpenos, hidrocarburos lineales, derivados del benceno,

ésteres, alcoholes, acidos grasos, fenoles, ceras, acetales, cetonas, aldehidos, glicdsidos



(terpenos unidos quimicamente a azucares), alcaloides, cumarinas, esteroides y
compuestos heterociclicos. Son mezclas solubles en etanol y éter, y casi insolubles en
agua. Los aceites esenciales se extraen de diversas plantas aromaticas, por lo general
localizadas en climas templados a calidos de paises del mediterrdneo y paises tropicales.
Son obtenidos a partir de material vegetal como flores, hojas, tallos, ramas, semillas,
frutos, raices, madera o corteza. Ademas, juegan un rol importante en la proteccion de
las plantas como sustancias antibacterianas, antivirales, antifungicas, insecticidas y
también contra herbivoros por reducir su apetito para tales plantas. Ellos también pueden
atraer algunos insectos para favorecer la dispersion de polen y semillas, o rechazar otros

indeseables (Burt, 2004; Celis, 2007; Bakkali et al., 2008).

Los aceites esenciales pueden contener cerca de 20-60 componentes en concentraciones
diferentes. Se caracterizan por dos o tres grandes componentes en concentraciones
bastantes altas (20,00-70,00%), en comparacion a los componentes presentes en
cantidades traza. Por ejemplo, el carvacrol (30,00%) y timol (27,00%) son los
componentes principales del aceite esencial de Origanum compactum, linalol (68,00%)
del aceite esencial de Coriandrum sativum, mentol (59,00%) y mentona (19,00%) del
aceite esencial de Mentha piperita, entre otros. En la actualidad, se conocen
aproximadamente 3 000 aceites esenciales, de los cuales 300 son comercialmente
importantes, siendo usados en las industrias farmacéuticas, agronomicas, cosméticas, de
perfumes y en la preservacion de productos de alimentacion; ademads, son usados como
antimicrobianos, analgésicos, sedantes, antiinflamatorios, espasmoliticos y anestésicos

locales (Celis, 2007; Bakkali et al., 2008).

Considerando el gran nimero de compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales, lo mas probable es que su actividad antimicrobiana no se debe a un
mecanismo especifico, sino que actuan en varias partes de las células. Se han propuesto
posibles mecanismos de accion mediante el cual puede ser reducido el crecimiento del
micelio o totalmente inhibido. Por una parte, se le atribuye esta funcion a los

compuestos fendlicos: la anfipaticidad de estos compuestos puede explicar sus



interacciones con biomembranas y, por lo tanto, la actividad antimicrobiana. También es
comunmente aceptado que los efectos toxicos de los componentes de los aceites
esenciales y extractos son responsables de la actividad antimicrobiana, debido que
alteran la funcionalidad estructural de la membrana celular (Sikkema et al., 1995; Burt,

2004; Bakkali et al., 2008; Hadizadeh et al., 2009).

Melissa officinalis, conocida cominmente como toronjil, citronela, limonera, es natural
del sur y centro de Europa. Crece en estado silvestre en regiones tropicales en malezas o
bosques o junto a las casas de campo en terrenos ricos en materia organica, en lugar
sombreado. Puede encontrarse cultivada en jardines. Es utilizado como planta medicinal
casera y para la industria farmacéutica o en la industria cosmética. Es una planta perenne
(en los climas calidos) perteneciente a la familia de las labiadas, que puede crecer hasta
80 cm de altura; de tallos erectos, cuadrados y lefiosos. Hojas con dientes muy
marcados, con caracteristico olor a limén, pecioladas, ovales. Flores blancas o rosadas
de hasta 1,2 cm reunidas en verticilos de hasta diez flores. Se le atribuyen propiedades
medicinales antiespasmodicas, digestivas, bacteriostaticas y antivirales (Cardona, 1997;

Izco et al., 1997, Sitte et al., 2004).

Los fungicidas son la primera eleccion para el control de hongos y sus metabolitos, pero
en la actualidad, estos compuestos quimicos empleados en el control de hongos en los
cultivos han provocado el desarrollo de resistencia fingica, contaminacion ambiental y
riesgos de salud publica. Todo ésto ha permitido el estudio de la actividad antifingica de
las plantas silvestres para la busqueda de nuevas sustancias antifngicas entre los
productos naturales, como una alternativa innovadora para el control de los hongos y sus
micotoxinas. Es por ello, que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antifungica y antiaflatoxigénica de extractos de toronjil (Melissa officinalis)

sobre Aspergillus flavus.



MATERIALES Y METODOS
Cepa fungica

Se utilizé una cepa de Aspergillus flavus (FAF-201) aislada de muestras de alimentos
concentrados para pollos y perteneciente a la coleccion de hongos del Laboratorio de
Investigaciones Microbiologicas del Departamento de Bioandlisis, Nucleo de Sucre,

Universidad de Oriente.

Planta

Los extractos alcohdlicos fueron obtenidos de la planta Melissa officinalis (toronjil), la
cual fue adquirida fresca en el mercado municipal de la ciudad de Cumana, estado
Sucre. Se emplearon, Unicamente, hojas y tallos, que fueron secados en una estufa

(marca P Selecta) a 45°C, hasta sequedad total.

Figura 1. Tallos y hojas de Melissa officinalis (A: Tallos y hojas frescos y B: Tallos y
hojas secos).
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Suspension de conidios

La suspension de conidios se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Rasooli
et al. (2008), con ciertas modificaciones; para ello, A. flavus fue cultivado en tubos de
ensayo con agar papa dextrosa (PDA) a 28 £+ 2°C por 10 dias. Posteriormente, se preparo
una suspension de conidios, agregando al tubo 10 ml de solucién salina (0,90%) estéril y
se procedi6 a agitar vigorosamente para facilitar el desprendimiento de los conidios. La
suspension obtenida se filtré a través de doble gasa estéril, eliminando de esta forma
otras estructuras fungicas y obteniendo solo conidios en la suspension. Se determiné el
nimero de conidios por ml de la suspension, utilizando cdmara de Neubauer y se ajustd

la concentracion a 10° conidios/ml.

Extracciones y actividad antifungica

Una vez seca la planta, fue triturada en un mortero de ceramica, obteniéndose un fino

polvo y se procedid a preparar los extractos, usando como solventes etanol y metanol.

La obtencion de los extractos se llevo a cabo siguiendo dos metodologias; la primera de
ellas fue por el método descrito por Tequida-Meneses et al. (2002), con ligeras
modificaciones. Se mezclaron 10 g de polvo de la planta con 90 ml de etanol al 80,00%
y otros 10 g con metanol al 70,00%. Las extracciones se realizaron mediante remojo por
15 min, con agitacion mecénica, utilizando un shaker (marca Lab Line), dejando
reposar la mezcla durante 48 horas en oscuridad, a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos se filtraron en dos etapas: primero a través de tela de lino para eliminar las
particulas vegetales de mayor tamafio, seguida de centrifugacion a 7 000 rpm por 10
minutos con posterior decantacion y, finalmente, una segunda filtracion con papel
Whatman # 1. Los extractos obtenidos se almacenaron en frascos de vidrio color ambar

que se guardaron en refrigeracion.

Cada uno de los extractos preparados fue mezclado con agar papa dextrosa (PDA) a 45-
50°C, en una relacion 1:10 (18 ml de PDA y 2 ml del extracto). La mezcla fue vertida

sobre una placa de Petri. Una vez solidificado el agar, las placas se incubaron por 24 h
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para la evaporacion del alcohol utilizado como solvente. Después se inocularon con la
suspension de conidios correspondiente, por puncion central. Se contd con un
tratamiento control que consisti6 en una placa de Petri, donde se mezclaron 18 ml de
PDA con 2 ml del solvente utilizado. Las placas fueron incubadas por 7 dias a 25 + 2°C
y se examinaron cada 48 h. Se midi6 el didmetro de las colonias de los hongos
desarrollados, que se representaron graficamente en funcién del crecimiento radial
expresado en milimetros y el tiempo de incubacion en horas. El porcentaje de inhibicion
de crecimiento fue calculado tomando en cuenta que la inhibicién es el inverso del

crecimiento.

La segunda metodologia utilizada para la obtencion de los extractos fue el método de
Bluma et al. (2008), con modificaciones. Se mezclaron 3 g de polvo de la planta con 20
ml de alcohol, utilizando etanol al 80,00% y metanol al 70,00%; estas mezclas se
dejaron en reposo durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Los extractos
obtenidos se filtraron con papel de filtro Whatman # 1 y éstos, a su vez, se vertieron en
placas de Petri de vidrio, que fueron previamente pesadas; posteriormente, las placas que
contenian los extractos fueron guardadas en oscuridad hasta que se evapord
completamente el alcohol utilizado, y luego se determind el peso seco de los extractos.
Finalmente, los extractos obtenidos se resuspendieron con 3 ml de agua destilada estéril

y fueron depositados en viales y se guardaron en refrigeracion.

La actividad antifiingica de los extractos obtenidos fue determinada de acuerdo a De
Souza et al. (2005), con ligeras modificaciones. En placas de Petri que contenian agar
papa dextrosa (PDA) fueron diseminados uniformemente 100 pl de la suspension de
conidios con asa de Digrlaski. A continuacion, y separadamente, se impregnaron los
discos de papel de filtro estériles de 6 mm de diametro con cada uno de los extractos y
se situaron en el medio de las placas de Petri con PDA inoculadas con la suspension de
conidios. Se cont6 con un tratamiento control de placas de que contenia PDA inoculada
con la suspension de conidios. Las placas fueron incubadas por tres dias a 25 + 2°C. Los

halos de inhibicion fueron medidos usando una regla.
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Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La CMI se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por Rasooli y Mirmostafa
(2003) y Rasooli et al. (2008), realizandole ciertas modificaciones; para ello se
mezclaron 100 ul de varias diluciones de los extractos (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) en los
micropozos de una placa que contenian 100 pl de caldo Sabouraud Dextrosa y 50 ul de
la suspension de conidios de A. flavus. La placa se incubo a 28°C durante 48 horas. La
concentracion minima inhibitoria correspondié al micropozo con la mayor diluciéon que

no mostro crecimiento fungico.

Actividad antiaflatoxigénica

Se puso en contacto 100 pul de los extractos con 100 ul de aflatoxinas de concentracion
conocida (5, 15 y 45 pg/kg), durante 5 minutos y, posteriormente, se aplicaron a las
mezclas el método de enzima inmunoensayo competitivo (ELISA), siguiendo las
instrucciones del kit RIDASCREEN®FAST (BIOPHARM, Alemania), para determinar
la reduccion de la concentracion de las aflatoxinas después de la adicion de los extractos.
La base del ensayo es la reaccion antigeno-anticuerpo. Los pocillos de la microplaca
estan sensibilizados con anticuerpos de captura dirigidos contra anticuerpos anti-
aflatoxina. Se agregan los estdndares de aflatoxina o la solucién de las muestras, el
conjugado aflatoxina-enzima y los anticuerpos anti-aflatoxina a los pocillos. La
aflatoxina libre y el conjugado aflatoxina-enzima compiten por los sitios de union de los
anticuerpos anti-aflatoxina (inmunoensayo enzimatico competitivo). Al mismo tiempo,
los anticuerpos anti-aflatoxina se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados.
Cualquier conjugado enzimatico no unido se remueve en el paso de lavado. Se agrega
substrato/cromégeno a los pocillos. El conjugado enzimatico unido convierte al
cromogeno en un producto azul. La adicioén de la solucion stop lleva a un cambio de
color del azul al amarillo. La medicién se hace fotométricamente a 450 nm y la
absorbancia es inversamente proporcional a la concentracion de la aflatoxina en la

muestra.
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El procedimiento del ensayo se hizo de la siguiente forma: se agregaron 50 pul de los
estandares y de las muestras a analizar a los pocillos correspondientes; inmediatamente,
se agregaron 50 pl del conjugado aflatoxina-enzima a los pocillos correspondientes y 50
ul de anticuerpo anti-aflatoxina a cada pocillo. Se mezclo el contenido de la microplaca
suavemente y fue incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se elimin6 el
liquido de los pocillos y se golpe6 la microplaca vigorosamente hacia abajo sobre un
papel absorbente (tres veces) para asegurarse una completa remocion de liquido de los
pocillos. Se lavaron los pocillos con agua destilada (250 pl por pocillo), utilizando una
botella de lavado y se vaciaron los pocillos nuevamente de la forma ya indicada. Se
repitid6 este paso dos veces mas. Se agregaron dos gotas o 100 pupl de
substrato/cromégeno a cada pocillo. Se mezclé el contenido de la microplaca
suavemente y se incub6 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20-25°C).
Finalmente, se agregaron dos gotas o 100 pl de la solucion stop a cada pocillo, se
mezclo el contenido de la microplaca suavemente. Se midid la absorcion a 450 nm en el
transcurso de los siguientes 10 minutos con un lector de ELISA marca BIOTEK
MODELO ELX800. La lectura de los resultados se realizé usando el software comercial
KC-Junior™. Cada ensayo se acompaii6 de un control con las aflatoxinas de

concentracion conocida y se realizaron 3 repeticiones.

Anadlisis estadistico

Para comparar los niveles de aflatoxinas antes y después del tratamiento con los
extractos de Melissa officinalis, se realizo un analisis de t-Student para datos apareados,
con un nivel de significancia de p < 0,05 usando el programa estadistico Statgraphics,

version 5.1 (Wayne, 2002).

14



RESULTADOS Y DISCUSION

En la naturaleza, Aspergillus flavus es uno de los hongos mas abundantes y ampliamente
distribuido. Es un hongo saprofito, capaz de sobrevivir en muchas fuentes de nutrientes
organicos, como escombros de plantas, hojas de arboles, madera en descomposicion,
alimentos preparados para animales, algodon y granos almacenados. A. flavus dafa
cultivos de maiz, algodon y mani, asi como también frutos secos (nueces, pistachos). En
general, la alta temperatura en el ambiente y el estrés de la planta son los dos pardametros
ambientales mas estrechamente correlacionados con las infecciones de A. flavus en las
plantas. Ademads, este hongo produce muchos metabolitos secundarios, como las
aflatoxinas, que son toxicas y carcinogénicas, causan aflatoxicosis e inducen cancer en
mamiferos que consumen alimentos contaminados con éstas (Yu et al., 2005; Sudhakar

et al., 2009).

Dada esta situacion, en los ultimos afios se ha mostrado interés en reconocer la
importancia de los hongos fitopatogenos y la dificultad para lograr un buen control de
los mismos, asi como el aumento en la resistencia a los antifingicos comerciales,
incrementandose la investigacion para la busqueda de alternativas basadas en productos
naturales. El interés por la posible aplicacién de aceites esenciales para el control de
fitopatdogenos ha aumentado por la necesidad de minimizar el uso de fungicidas
comerciales en la agricultura. Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus
compuestos tienen un efecto fungicida, son inocuos para el medio ambiente, para los
consumidores y para el control de enfermedades post cosecha. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que para obtener aceites esenciales de composicion
constante, tienen que ser extraidos en las mismas condiciones que la planta, del mismo
organo de la planta que ha estado creciendo en el mismo suelo, bajo el mismo clima y ha
sido escogida en la misma temporada, de lo contrario los aceites esenciales pueden
presentar cambios, modificindose las proporciones de los metabolitos o
transformandose unos en otros. (Prabuseenivasan et al., 2006; Celis, 2007; Bakkali et

al., 2008; Barrera-Necha y Garcia-Barrera, 2008).
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Al evaluar la actividad antifungica de los extractos etandlico y metandlico de Melissa
officinalis sobre Aspergillus flavus, los resultados mostraron una reduccion
estadisticamente significativa (p<0,05) del crecimiento del hongo ensayado, en
comparacion con el control (Tabla 1). Resultados similares fueron obtenidos por Pirzada
et al. (2009), los cuales mostraron que el extracto etanolico de la planta Cressa cretica
sobre A. flavus presentd un porcentaje de inhibicion de crecimiento de 28,58%, mientras
que con el extracto metanolico fue de 42,86%. Por su parte, Bejarano y Centeno (2009)
obtuvieron que el extracto de Citrus limon inhibi6 totalmente el crecimiento de A. flavus,
Penicillium citrinum y Aspergillus niger, por lo que el porcentaje de inhibicion de
crecimiento de este extracto sobre dichos hongos fue de 100%, atribuyéndolo el efecto
antifungico del extracto Citrus limon a la presencia de compuestos fitoquimicos, que son
moléculas orgadnicas y su accion puede estar relacionada con la ruptura de las

membranas plasmaticas de los microorganismos por medio de compuestos lipofilicos.

Tabla 1. Efecto del extracto etanolico y metandlico de Melissa officinalis sobre el
crecimiento de Aspergillus flavus.

Extractos de Crecimiento de Promedio del % de
Melissa Aspergillus flavus Control inhibicion de p valor
officinalis (mm) crecimiento

Etandlico 55,00
53,00 72,00 25,00 0,0010

54,00

Metanolico 37,00
34,00 64,00 44,79 0,0009

35,00

En las figuras 2 y 3 se muestran los efectos del extracto etanodlico y metanolico,
respectivamente, de Melissa officinalis sobre A. flavus, observandose que los extractos
actuaron como agentes antifingicos sobre el crecimiento de la especie ensayada durante
7 dias de incubacién. Asi mismo, en las figuras 4 y 5 se muestran imagenes fotograficas

del efecto de los extractos de M. officinalis sobre A. flavus
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Figura 2. Efecto del extracto etandlico de Melissa officinalis sobre el crecimiento de
Aspergillus flavus.
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Figura 3. Efecto del extracto de metanolico de Melissa officinalis sobre el crecimiento
de Aspergillus flavus.
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Figura 4. Efecto del extracto etandlico de Melissa officinalis sobre el crecimiento de
Aspergillus flavus (A: Agar papa dextrosa (PDA) + extracto etanélico de M. officinalis
(1:10), inoculacion central de A. flavus, B: Control).

Figura 5. Efecto del extracto metanolico de Melissa officinalis sobre el crecimiento de
Aspergillus flavus (A: Agar papa dextrosa (PDA) + extracto metanolico de M. officinalis
(1:10), inoculacion central de A. flavus, B: Control).

Por otra parte, al comparar los halos de inhibicién producidos por los extractos acuosos
de Melissa officinalis sobre Aspergillus flavus, el resultado obtenido no es
estadisticamente significativo (p>0,05), por lo que ambos extractos podrian ser
utilizados como sustancias antifungicas contra Aspergillus flavus. Cardenas et al. (2005),

demostraron que el extracto etanolico de Chrysactinia mexicana sobre Aspergillus flavus



present6d un halo de inhibicién de 18,8 + 0,19 mm y con el extracto metanolico el halo
fue de 16,6 + 0,22 mm. Asi mismo, Centeno et al. (2010), obtuvieron con el extracto
etandlico Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis un halo de inhibicion en promedio

de 11,4 mm y 14,6 mm, respectivamente, sobre Aspergillus flavus.

Tabla 2. Halos de inhibicion de los extractos acuosos de Melissa officinalis sobre el
crecimiento de Aspergillus flavus.

Extractos acuosos de Microoreanismo Inhibicion valor
Melissa officinalis & (mm) P
Origen etanolico Aspergillus flavus 22,00
0,5472
Origen metandlico Aspergillus flavus 23,00

En las figuras 6 y 7 se muestran imagenes fotograficas de los halos de inhibicion
producidos por el extracto acuoso de origen etanolico y el extracto acuoso de origen
metanodlico, respectivamente, de Melissa officinalis sobre Aspergillus flavus,
observandose que los extractos actuaron como sustancias antiflingicas sobre el

crecimiento de la especie estudiada durante 72 horas de incubacion.

Figura 6. Halo de inhibicion del extracto acuoso de origen etanolico de Melissa
officinalis sobre el crecimiento de Aspergillus flavus (A: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. flavus + disco central impregnado con el extracto de origen etandlico
de M. officinalis, B: Control
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Figura 7. Halo de inhibicion del extracto acuoso de origen metanolico de Melissa
officinalis sobre el crecimiento de Aspergillus flavus (A: agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. flavus + disco central impregnado con el extracto de origen etandlico
de M. officinalis, B: Control).

Asi mismo, la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para ambos extractos acuosos se
observé a nivel de la dilucion 1:2 (Tabla 1), que corresponde a una concentracion de
23,30 mg/ml y 33,30 mg/ml para el extracto acuoso de origen etandlico y el extracto
acuoso de origen metanolico, respectivamente. Ram Kumar et al. (2010), al ensayar con
el extracto etandlico de Syzygium aromaticum y Allium sativum obtuvieron una CMI de
20 mg/ml sobre Aspergillus flavus. Doughari y Obidah (2008) obtuvieron una CMI de
48 mg/ml con el extracto metandlico de Leptadenia lancifolia sobre Aspergillus flavus.
Por otra parte, Centeno et al. (2010) obtuvieron una CMI de 1 200 ppm con el extracto

etandlico de Thymus vulgaris sobre Aspergillus ochraceus.

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos acuosos de Melissa
officinalis sobre Aspergillus flavus.

Concentracion Minima Inhibitoria

Extractos de Melissa officinalis Microorganismo 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Origen etanodlico Aspergillus flavus + - - - -
Origen metanolico Aspergillus flavus + - - - -

(+) No crecimiento, (-) Crecimiento
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Es importante destacar que los extractos de origen metandlico obtenidos por ambos
métodos presentaron mayor actividad antifungica con respecto a los extractos de origen
etanodlico. Esto confirma lo sefialado por Rhouma et al. (2009) cuando sostienen que el
metanol es un mejor solvente para obtener una extraccidn mas constante de sustancias
antimicrobianas de plantas silvestres, en comparacion con otros solventes como agua,
etanol y hexano. Sin embargo, los extractos a base de metanol no serian los mas idoneos
para ser utilizados como sustancias antifingicas, debido a su condicién de téxico para

las plantas, animales y humanos.

El efecto antifingico de Melissa officinalis sobre el hongo ensayado probablemente se
debe a uno o todos los componentes de su aceite esencial. Estudios fitoquimicos
realizados a Melissa officinalis han permitido conocer su composicion quimica.
Bahtiyarca y Cosge (2006), senalaron que los componentes del aceite esencial de esta
planta son: citronelal (39,00%), citral (33,00%) y geranial (2,00%). Por su parte, De
Martino et al. (2009) obtuvieron citronelal (39,56%), carvacrol (13,31%) e iso-mentona
(8,85%). Todos estos compuestos son terpenos, especificamente monoterpenos, los

cuales constituyen el 90% de los aceites esenciales (Bakkali et al., 2008).

Los monoterpenos son metabolitos secundarios de las plantas, que juegan un papel
importante en la funcién metabdlica de ellas y resultan menos perjudiciales que los
fungicidas quimicos, desde el punto de vista ambiental. Estos compuestos en las plantas
atraen insectos beneficiosos, que ayudan en el proceso de polinizacion. Los
monoterpenos se forman a partir de la unién de dos unidades de isopreno y contienen 10
atomos de carbono. Los isopropilmetilfenoles como el carvacrol, timol y el espintanol,
son monoterpenos que estan asociados con diversas actividades bioldgicas, como
antibacterianas, antifingicas, antioxidantes, lehismanicida, entre otras (Arango et al.,

2007; Bakkali et al., 2008; Vaillant et al., 2009).

Diversos investigadores han comprobado el efecto de los componentes de los aceites

esenciales sobre microorganismos que afectan cultivos de importancia econdémica; asi,
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Vaillant et al. (2009) demostraron que el aceite esencial citronelal, obtenido de la planta
Cymbopogon nardus, inhibi6 el crecimiento del hongo patégeno Rhizoctonia solani, que
fue aislado de cultivos de papa. Alzate et al. (2009) obtuvieron que el aceite citral,
extraido de las plantas Thymus vulgaris y Cymbopogon citratus, inhibieron el
crecimiento y la esporulacion del hongo Colletotrichum acutatum, el cual afecta, en su
mayoria, los cultivos de fresas. Barrera-Necha et al. (2009) evidenciaron que el aceite
esencial carvacrol, obtenido de las plantas Cinnamomum zeylanicum, Syzygium
aromaticum y Thymus vulgaris, presentaron alta actividad antifungica sobre Fusarium

oxysporum.

Las propiedades biologicas de los aceites esenciales estan directamente relacionadas con
su composicion quimica. Asi, los sesquiterpenos presentan actividad citotoxica y
mutagénica, y no son tan efectivos para inhibir el desarrollo de los microorganismos
como sus andlogos oxigenados. Sin embargo, los fenoles son inhibidores del
crecimiento, dependiendo de su estructura quimica, razén por la cual los aceites
esenciales con alto contenido de fenoles presentan elevada actividad antimicrobiana. La
actividad citotdxica de los aceites esenciales se debe principalmente a la presencia de
fenoles, aldehidos y alcoholes, mientras que las actividades antibacterianas y
antifungicas se deben a ciertos terpenoides y compuestos fendlicos. Las condiciones
fisicas que mejoran la accion de los aceites esenciales son el pH bajo, la baja
temperatura y los bajos niveles de oxigeno bajos (Burt, 2004; Celis, 2007; Bakkali et al.,
2008).

Se han realizado estudios para entender el mecanismo de accién de los extractos de
plantas, aceites esenciales y sus respectivos componentes; sin embargo, todavia no esta
claro. Omidbeygi et al. (2007) sugieren que los componentes de los aceites esenciales y
extractos atraviesan la membrana celular, interactuando con las enzimas y las proteinas
de la membrana, produciendo asi un flujo de protones hacia el espacio extracelular que
induce cambios en las células y finalmente su muerte. Cristani et al. (2007) informaron
que la actividad antimicrobiana esté relacionada no solo con la capacidad de los terpenos

de afectar la permeabilidad, sino también otras funciones de las membranas celulares,
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atravesando las membranas celulares, penetrando en el interior de la célula e
interactuando con los sitios criticos intracelulares. Lucini et al. (2006) indicaron que la
inhibicion del crecimiento micelial es causada por los monoterpenos presentes en los
aceites esenciales. Estos compuestos podrian incrementar la concentracion de peroxidos
lipidicos, como radicales hidroxilo, alkoxilo y alkoperoxilo, logrando asi la muerte del
hongo. Para Sharma y Tripathi (2006), los componentes de los aceites esenciales y
extractos actuarian en las hifas del micelio, provocando la salida de los componentes del
citoplasma, la pérdida de rigidez y la integridad de la pared celular de las hifas, dando
lugar a su colapso y la muerte del micelio. Daferera et al. (2000) reportaron que la
actividad antifiingica de los aceites esenciales podria deberse a la formacion de puentes
de hidrégeno entre el grupo hidroxilo de los compuestos fendlicos del aceite y los sitios

activos de ciertas enzimas.

Incluso, los aceites esenciales en las células eucariotas, como los hongos, pueden
provocar despolarizacion de las membranas mitocondriales, disminuyendo el potencial
de membrana, al afectar el ciclo i6nico de Ca*" y otros canales idnicos y reducir el
gradiente de pH que afectan, como en las bacterias, la bomba de protones y la reserva de
ATP. Todos estos procesos cambian la fluidez de las membranas, volviéndolas
anormalmente permeables y la presion oxidativa y el fracaso bioenergético son los
responsables de la salida de los radicales, del citocromo C, de los iones de calcio y de las
proteinas. La permeabilizacion interna y externa de las membranas mitocondriales
conduce a la muerte celular por apoptosis y necrosis; al parecer, las reacciones en cadena
de la pared celular o la membrana celular externa invaden totalmente la célula, a través
de las membranas de los diferentes organelos como mitocondrias y peroxisomas

(Bakkali et al., 2008).

También los efectos biologicos de los aceites esenciales pueden ser el resultado de una
sinergia de todas las moléculas o solo de las moléculas presentes en mayor proporcion.
Los principales componentes de los aceites esenciales pueden constituir hasta el 85% de

la igualdad de oportunidades en cuanto a la actividad antimicrobiana, mientras que los
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componentes presentes en trazas tienen un papel critico que desempefiar en dicha
actividad, posiblemente, produciendo un efecto sinérgico entre otros componentes. Por
lo tanto, las funciones sinérgicas de las diversas moléculas contenidas en un aceite
esencial, en comparacion con la accion de uno o dos componentes principales del aceite,
parece cuestionable. Sin embargo, es posible que la actividad de los principales
componentes sea modulada por otras moléculas de menor importancia. La sinergia ha
sido observada entre el carvacrol y su precursor p-cimeno y entre el cinnamaldehido y el
eugenol. Por lo mismo, es probable que varios componentes de los aceites esenciales
desempefien un papel en la penetracion de las células, atraccion hidrofilica o lipofilica,
fijacion en las paredes celulares y membranas, y la distribucion celular. Esta ultima
caracteristica es muy importante, porque la distribucion del aceite en la célula determina
los diferentes tipos de reacciones de los radicales libres producidos, en funciéon de su

reparticion en la célula (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008).

Por otra parte, al evaluar la actividad antiaflatoxigénica de los extractos de Melissa
officinalis, los resultados mostraron que los extractos etandlico y metandlico no
afectaron las concentraciones iniciales de aflatoxinas totales (AFt), por lo que sus
porcentajes de reduccion de aflatoxinas fueron de 0%. En la tabla 4 se muestra la
actividad antiaflatoxigénica de los extractos acuosos de Melissa officinalis,
observandose en todos los casos una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05)
de todas las concentraciones iniciales de las aflatoxinas totales probadas. Estos
resultados se asemejan a los obtenidos por Bejarano y Centeno (2009), en los que el
extracto de Citrus limon redujo la concentracion de 45 pg/kg de AFt en un 73,60%,
seguido de 69,30% y 67,50% para rangos de concentracion entre 5-15 pg/kg y 1,7-5,0
pg/kg de AFt, respectivamente.

El interés por las aflatoxinas se ha centrado en la aflatoxina B; (AFB;), debido,
principalmente, a su toxicidad aguda y cronica y a su actividad carcinogénica en
animales y humanos. Ademas, pueden ser responsables del cancer de higado humano en
ciertas partes del mundo. La AFB; es absorbida en el intestino delgado y transportada

hasta el higado por via portal. La toxina entra en la célula y es metabolizada en el
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reticulo endoplasmatico rugoso, donde sufre un proceso de hidroxilacion y se
transforma, principalmente, en aflatoxinas P;, M; y Q;. También se puede formar la

Tabla 4. Efecto de los extractos acuosos de Melissa officinalis sobre la concentracion de
aflatoxinas totales.

Extractos Concentracion Concentracion Promedio del
acuosos de inicial de AFt  final de AFt % de t-Student p valor
Melissa (ug/ke) (ug/ke) reduccién

officinalis HE/KE HE/ke U

Origen 5 0,20

etanolico 5 0,00 90,00 54,80* 0,0003
5 0,30
15 1,18
15 2,48 85,28 24,17* 0,0017
15 2,95
45 6,03
45 8,39 84,70 50,35* 0,0003
45 6,22

Origen 5 0,20

metanolico 5 0,40 86,00 54,04* 0,0003
5 0,10
15 0,70
15 1,89 91,59 39,76* 0,0006
15 1,18
45 4,96
45 4,84 89,31 391,45%* 0,0001
45 4,61

Las muestras fueron analizadas a través del método estadistico t-Student a un nivel de confiabilidad de

95% (p<0,05). Estableciéndose diferencias estadisticamente significativas (*) y altamente significativas

aflatoxina B1-8,9- epodxido, la cual puede ser detoxificada por la accion de una
transferasa inducible, para dar lugar a la formacioén de un conjugado con el glutation en
su forma tidlica (GSH); ademads, el epdxido se une covalentemente a diversas
macromoléculas, como acidos nucleicos y proteinas, dando lugar a disrupciones en la
transcripcion 'y en la traduccion, respectivamente. El aducto de ADN formado,

aflatoxina Bj-guanina, es usado como biomarcador en orina. Por otra parte, el epdxido

25



unido a las proteinas es responsable de su efecto toxico y origina la eliminacién del
aducto aflatoxina Bi-lisina, empleado como biomarcador en suero (Gongalez et al.,

2001; Soriano, 2007; Thanaboripat et al., 2007; Martins et al., 2008).

La AFB; causa dafio en las células por dos vias diferentes. En primer lugar, la AFB; es
activada por la AFB1-8,9-epoxido y las formas aducto, principalmente por la posicion
N7 de guanina, que es responsable de sus efectos mutagénicos y carcinogénicos. En
segundo lugar, las aflatoxinas, en especial la AFB;, produce especies reactivas del
oxigeno, tales como el radical anion superoxido, peroxido de hidrogeno e
hidroperéxidos lipidicos; aunque éstos no parecen interactuar con el ADN, pero son
precursores del radical hidroxilo, y los radicales hidroxilos interactian con el ADN y
producen mutaciones. La sintesis de las aflatoxinas es controlada por enzimas
especificas que se expresan por el ADN. La expresion génica, la transcripcion, el
transporte del ARN vy transformacion, traduccion, procesamiento de la proteina y
localizacion puede, teoricamente, ser inhibida por productos naturales de plantas

(Alpsoy, 2010).

Se ha informado que la biosintesis de las aflatoxinas, en especial la de la aflatoxina By,
puede ser inhibida por numerosos compuestos y extractos de ciertas plantas que son
toxicos para los hongos, y pueden ser ttiles para controlar el crecimiento de hongos y la
produccion de micotoxinas. Estos inhibidores naturales de la sintesis de las aflatoxinas
pueden actuar en tres niveles: en el primer nivel intervienen en el medio ambiente y los
factores fisioldgicos que afectan la biosintesis de las aflatoxinas, en el segundo nivel
inhiben los circuitos de sefializacion en la entrada de la ruta biosintética y en el tercer
nivel ejercen su inhibicidn directamente en la expresion génica o la actividad enzimatica
en la ruta. Mientras que el modo de accidon de la mayoria de los compuestos inhibidores
es desconocido, hay pocas pruebas que afirman que dichos compuestos tienen un efecto
en la transcripcion de los genes o en la actividad enzimatica en los distintos pasos de la
ruta biosintética. Lo més probable es que los compuestos inhibidores conocidos alteran

los moduladores ambientales y fisiologicos de la biosintesis de las aflatoxinas o alteran
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las vias de sefalizacion en la entrada de la red reguladora (Gongalez et al., 2001;
Alpsoy, 2010).

Como se ha sefialado, la utilizacion de extractos vegetales para controlar hongos
micotoxigénicos ha sido ampliamente estudiada; no obstante, sus actividades
antimicotoxigénicas todavia no se han determinado en su totalidad; por esta razon, la
actividad antifingica y antiaflatoxigénica que han demostrado los extractos de Melissa
officinalis en la presente investigacion es un aporte que puede ayudar al control de las

micotoxinas en los alimentos (Magro et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Los extractos de Melissa officinalis obtenidos por ambos métodos de extraccion

demostraron poseer actividad antifungica sobre Aspergillus flavus.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos acuosos de Melissa
officinalis fue de 23,30 mg/ml para el extracto de origen etandlico y de 33,30 mg/ml

para el extracto de origen metandlico, respectivamente.

Los extractos acuosos de Melissa officinalis redujeron significativamente las

concentraciones iniciales de aflatoxinas.
El extracto acuoso de origen etandlico redujo las concentraciones iniciales en un rango

de 84,70-90,00% y el extracto acuoso de origen metandlico las redujo en un rango de

89,31-91,59%.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede recomendar:

Continuar la presente investigacion con otros hongos considerados micotoxigénicos y

con otras micotoxinas.

Ejecutar técnicas cromatograficas para obtener individualmente los componentes del
aceite esencial de Melissa officinalis, para asi evaluar la actividad antifingica y
antiaflatoxigénica de cada unos de los componentes y determinar si uno o todos los
componentes son los responsables del efecto antifungico y aflatoxigénico de Melissa

officinalis.
Aplicar metodologias para adicionar los extractos de Melissa officinalis como aditivo en

los alimentos para prevenir el desarrollo de hongos y la consecuente produccion de

micotoxinas.
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Resumen (abstract):

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos toxicos producidos principalmente por Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus y son halladas frecuentemente en cereales. La aflatoxina B; es el miembro mas toxico y
carcinogénico del grupo de las aflatoxinas. Debido a que el uso de fungicidas en los cultivos agricolas ha
provocado el desarrollo de resistencia fingica, contaminaciéon ambiental y riesgos de salud publica, se ha
estudiado la actividad antifingica de los extractos de plantas silvestres, para la bisqueda nuevas alternativas en
el control de hongos y sus micotoxinas. Es por ello, que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antifingica y antiaflatoxigénica de extractos de toronjil (Melissa officinalis) sobre Aspergillus flavus.
Se obtuvieron extractos de Melissa officinalis utilizando etanol al 80,00% y metanol al 70,00%. Se determiné la
actividad antifiingica de los extractos obtenidos a través de dos metodologias; con una se obtuvieron los
extractos etanolico y metandlico, y con la otra se obtuvieron extractos acuosos. Adicionalmente, se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos acuosos sobre Aspergillus flavus y finalmente se
determiné la actividad antiaflatoxigénica a través del método de enzima inmunoensayo competitivo (ELISA).
Los resultados obtenidos de la actividad antifungica mostraron que los extractos etandlico y metanodlico
produjeron un porcentaje de inhibicion en promedio de 23,62% y 50,00%, respectivamente, sobre el hongo
ensayado, mientras que el extracto acuoso de origen etanolico y el acuoso de origen metanolico evidenciaron en
promedio halos de inhibicion de 22 mm y 23 mm, respectivamente. Asi mismo, presentaron unas CMI de 23,30
mg/ml y 33,30 mg/ml, respectivamente. En cuanto a la actividad antiaflatoxigénica, el extracto acuoso de origen
etanolico redujo las concentraciones de aflatoxinas de 5, 15 y 45 pg/kg en un 90,00%, 85,28% y 84,70%,
respectivamente; en cambio, el extracto acuoso de origen metandlico redujo las concentraciones de aflatoxinas
en un 86,00%, 91,59% y 89,31, respectivamente. En conclusion, los extractos de Melissa officinalis mostraron
actividad antifungica y antiaflatoxigénica sobre Aspergillus flavus, inhibiendo en gran parte su crecimiento y
reduciendo significativamente las concentraciones de aflatoxinas.
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