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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios sintetizados por hongos filamentosos,
siendo las aflatoxinas y ocratoxina A, las que ocasionan dafios con mayor frecuencia al
hombre. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio del extracto de
Thymus vulgaris (Tomillo) sobre la concentracion de aflatoxinas y ocratoxina A,
producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus; para lo cual se prepararon
suspensiones de conidios de los microorganismos en estudio y extractos etandlicos de la
planta Thymus wvulgaris. Posteriormente, al extracto obtenido se le determind la
actividad antifiingica, concentracion minima inhibitoria (CMI) y, por ltimo, la actividad
antimicotoxigénica, a través del método de ELISA. Los resultados obtenidos de la
actividad antifungica del extracto de Thymus vulgaris sobre Aspergillus flavus fue un
promedio de halos de inhibicidon de 31,00 mm, mientras que para Aspergillus ochrceus el
promedio fue de 36,00 mm. La CMI del extracto fue de 47,50 mg/ml para A. flavus y de
23,75 mg/ml para A. ochraceus. Al evaluar la actividad antimicotoxigénica del extracto
de Thymus vulgaris, se observo que las concentraciones de las aflatoxinas totales de
5,00; 14,00 y 45,00 pg/kg, disminuyeron en un 85,60%, 71,31% y 84,84%,
respectivamente. Las concentraciones de ocratoxina A de 5,00; 10,00 y 40,00 pg/kg,
descendieron en un 64,50%, 79,62% y 92,80%, respectivamente. Se concluyo que el
extracto de Thymus vulgaris posee actividad antifungica sobre Aspergillus flavus y
Aspergillus ochraceus, del mismo modo, presenta actividad antimicotoxigénica sobre las
micotoxinas sintetizadas por estos hongos contaminantes de alimentos.

Palabra y/o Frases Claves: Aflatoxinas, Ocratoxina A, Thymus vulgaris, Actividad
antifungica.



INTRODUCCION

Las micotoxinas son sustancias naturales, toxicas, de baja masa molecular,
producidas como metabolitos secundarios por numerosas especies de hongos,
pertenecientes, principalmente, a los géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium,
bajo condiciones adecuadas. Se han descrito mas de 300 micotoxinas; sin embargo,
las que pueden ocasionar dafnos, cominmente, a la salud de humanos y animales son:
aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenonas, fumonisinas y los alcaloides del
cornezuelo de centeno (D'Mello y Macdonald, 1997; Abramson et al., 1997; Hussein
y Brasel, 2001; Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), 2004;
Duarte y Villamil, 2006; Zavieso, 2006; Pavon et al., 2007).

Entre las micotoxinas mencionadas anteriormente, las aflatoxinas son las mas
estudiadas y las que se encuentran contaminando con mayor frecuencia diversos
alimentos, ocasionando problemas de salud publica. Las aflatoxinas son compuestos
heterociclicos constituidos por dihidrofuranos, fusionados a un anillo de cumarina.
Los principales tipos de aflatoxinas son B, By, Gi, G2, M| y M, considerdndose la
del tipo B, el carcindgeno natural mas potente y la producida en mayor proporcion
por hongos toxicogénicos. Las primeras cuatro sustancias presentan propiedades
fluorescentes, correspondiendo la letra B al color azul y la G al color verde; y los
subindices indican la movilidad cromatografica relativa. Las del tipo M son derivados
metabolicos de las aflatoxinas B;y Bs, que se originan en el higado de los mamiferos
luego del consumo de alimentos contaminados por éstas, apareciendo en la leche de
las hembras y en sus productos lacteos, siendo la aflatoxina M; la més relevante para
la salud humana (D'Mello y Macdonald, 1997; Santos, 1999; Peraica et al., 2000;
Hussein y Brasel, 2001; Bennett y Klich, 2003; Requena et al., 2005; Duarte y
Villamil, 2006; Gimeno, 2005; Urrego y Diaz, 2006; Sengun et al., 2008; Bejarano
y Centeno, 2009).



Estas toxinas son producidas, principalmente, por tres especies de hongos
pertenecientes al género Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus y A. nomius, los cuales
son hongos filamentosos saprofitos, abundantes en la naturaleza, contaminantes de
una gran variedad de substratos, especialmente granos, suelos, vegetacion en
descomposicion, material de construccion, polvos domésticos y ambientes internos,
como hospitales. Se reproducen de manera asexual por medio de conidios y se
encuentran extendidos por todo el mundo, especialmente en paises tropicales y
subtropicales. Estas especies se diferencian en base a los tipos de metabolitos
secundarios que producen, ya que A. flavus produce s6lo aflatoxinas B; y By,
mientras que A. parasiticus produce aflatoxinas Bj, By, G; y G,. La especie A.
nomius, produce aflatoxinas B, B,, G; y G; y la nominicina, que es un metabolito
distintivo de la especie (Latgé, 1999; Abarca, 2000; Abarca et al., 2000; Peraica et
al., 2000; Buendia y Lopez; 2001; Soliman y Badeea, 2002; FAO, 2004; Soriano,
2007; Lazo y Sierra, 2008; Pasqualotto, 2008; Piontelli, 2008; Sengun et al., 2008).

La diferenciacion entre estas especies de hongos también puede efectuarse en
base a las caracteristicas macroscopicas y microscopicas que presentan. Desde el
punto de vista macroscopico, son muy similares, desarrollando colonias de color
verde olivaceo a verde amarillento, micelio blanco, esclerocios de color marrén
oscuro a negro, cuando estdn presentes y la textura generalmente es lanosa.
Microscopicamente, A. flavus posee cabezas conidiales, generalmente, biseriadas y
los conidios son lisos o levemente rugosos. A. parasiticus posee cabezas conidiales
uniseriadas y los conidios presentan paredes gruesas y rugosas. Por ultimo, A.
nomius, morfolégicamente es similar a A. flavus, pero forma esclerocios mas
pequetios y alargados (Abarca, 2000; Hedayati et al., 2007; Soriano, 2007; Lazo y
Sierra, 2008; Piontelli, 2008).

Las aflatoxinas se encuentran contaminando alimentos, tales como: cereales,

granos, higos, semillas oleaginosas, nueces, tabaco, almendras, pistachos, avellanas,



especias, frutos secos, caf€, cacao, entre otros; constituyendo éstas un riesgo para la
salud humana, ya que son sustancias con efectos mutagénicos, teratogénicos,
carcinogénicos e inmunosupresores. El higado es el principal 6rgano afectado, pero
también pueden actuar sobre el rindn y el cerebro. La evaluacion de los resultados
epidemiologicos y de laboratorio realizada en 1987, por el centro internacional de
investigaciones sobre el cancer (CIIC), establecid que existen hechos que demuestran
el efecto carcinogénico de las aflatoxinas en el ser humano, clasificandolas como
carcinogenos del grupo 1, excepto la aflatoxina M, que las clasifican en el grupo 2B
como posibles carcinogénicos para ¢l hombre (Santos, 1999; Peraica et al., 2000;
Soliman y Badeaa, 2002; Bennett y Klich, 2003; Astoviza y Socarras, 2005; Gimeno,
2005; Gimeno y Martins, 2005; Duarte y Villlamil, 2006; Urrego y Diaz, 2006).

Otras micotoxinas que ocasionan dafios importantes a la salud humana, son las
ocratoxinas, producidas principalmente, por Aspergillus ochraceus y Penicillum
verrucosum, siendo la ocratoxina A (OTA) el compuesto mas toxico y predominante
dentro de este grupo. Se definen, quimicamente, como una molécula formada por un
anillo de isocumarina, unido a una molécula de L-B- fenilalanina por medio de su
grupo carboxilo, a través de un enlace tipo amida. Contaminan productos
alimenticios tales como: cereales, café, cebada, trigo, avena, frutos secos, especias y
determinados vinos. El principal 6rgano diana donde ejercen sus efectos toxicos es el
rifidn; asimismo, actian sobre el sistema inmune, el sistema nervioso y el higado;
ademas, presentan propiedades teratogénicas, carcinogénicas, inmunotoxicas y
genotdxicas en animales de experimentacion y estd catalogada por la agencia
internacional para la investigacion en cancer (IARC) en el grupo 2B, como posible
carcinogeno para los humanos. Se ha asociado el consumo cronico de OTA con el
desarrollo de una enfermedad endémica, conocida como nefropatia endémica de los
Balcanes, debido a la semejanza que existe entre sus sintomas con los de la
nefropatia porcina ocasionada por la OTA, y se trata de una nefritis cronica

progresiva que afecta a las poblaciones rurales de la peninsula balcanica, mas



frecuentemente al sexo masculino que al femenino y progresa hasta la muerte (Pacin,
1990; Peraica et al., 2000; Hussein y Brasel, 2001; Bayman et al., 2002; Arbillaga et
al., 2004; Astoviza y Socarras, 2005; Duarte y Villamil, 2006; Koller et al., 2006;
Zaviezo, 2006; Pavon et al., 2007; Soriano, 2007).

Existen diversos compuestos similares a la OTA, tales como: ocratoxina B
(OTB), que se diferencia de la OTA por falta de un atomo de cloro en su estructura
quimica y es menos toxica; ocratoxina C (OTC), metil éster de la OTA, los metil y
etil ésteres de la OTB, 4-hidroxi ocratoxina A y las ocratoxinas a (OTa) y B (OTp),
que son productos de la hidrolisis de la OTA y OTB, no poseen la molécula de
fenilalanina en su estructura y son consideradas no toéxicas para los seres vivos

(Pacin, 1990; Pavon et al., 2007; Soriano, 2007).

Existen niveles permitidos de micotoxinas en los alimentos que varian segun las
normativas de los paises o las comunidades de comercializacion internacional a las
que pertenecen. En Venezuela, se encuentran reglamentados los niveles maximos de
las aflatoxinas totales (AFt) unicamente para el maiz, harina de maiz, manies y
manteca de mani, el cual es 20,00 pg/kg y de la aflatoxina M1 para la leche de
consumo (0,50 ng/kg) y para leche en polvo (5,00 pg/kg) (COVENIN, 1983). No hay
normativas que regulen los limites para la OTA en el pais Venezuela; sin embargo,
existen niveles de dicha micotoxina solo para los cereales sin procesar (5,00 pg/kg) y
los cereales procesados (3,00 pg/kg) en treinta paises del continente Europeo (FAO,

2003).

El control de estas micotoxinas se puede lograr evitando el crecimiento fungico
y, por ende, la formacioén de las toxinas, a través de la aplicacion de estrategias
preventivas en la pre y post-cosecha. Durante la pre-cosecha se debe realizar un
correcto mantenimiento de la plantacion (riego, rotacion de cultivos, analisis de suelo,

entre otros), evitar condiciones de estrés del cultivo (carencia o exceso de regadio y la



presencia de malezas), utilizar variedades de plantas que presenten resistencia al
ataque fungico, aplicar insecticidas adecuados para el control de insectos, que
facilitan la entrada de hongos micotoxigénicos y usar fungicidas (Abramson et al.,
1997; Santos, 1999; Sanchis et al., 2000; FAO, 2004; Astoviza y Socorras, 2005;
Gimeno y Martins, 2005; Requena et al., 2005; Murphy et al., 2006; Zaviezo, 2006;
Soriano, 2007).

En la recolecciéon se deben utilizar equipos de cosecha funcionales y limpios,
evitar lesionar fisicamente los granos, realizandole una buena limpieza a los mismos,
ya que en el polvo o material extrafio abundan esporas fiingicas, y asegurarse que se
encuentren plenamente maduros. En la post-cosecha, las medidas incluyen el uso de
transportes que estén secos y libres de hongos visibles, ademas se debe cumplir con
las correctas condiciones de almacenamiento, dentro de las cuales abarcan, el control
del contenido de humedad (no superior a 12%), temperatura (20-22°C), actividad de
agua (aw) por debajo 0,70, tratamiento de las materias primas en los silos con
corrientes de aire frio y seco, tratamiento con corrientes de anhidrido carboénico y la
limpieza de las circuitos de fabricacidon, que ayudan a impedir la proliferacion de
hongos y la produccion de micotoxinas (Sanchis et al., 2000; FAO, 2004; Astoviza y
Socorras, 2005; Gimeno y Martins, 2005; Murphy et al., 2006; Zaviezo, 2006;
Soriano, 2007).

Debido a que es dificil impedir la formacion de las micotoxinas en los
alimentos, se han creado métodos de detoxificacion, los cuales son tratamientos
post-cosecha, que tienen como finalidad hacer desaparecer o disminuir su efecto
toxico y han sido clasificados en métodos fisicos, quimicos y biologicos, teniendo en
cuenta que el procedimiento correcto de detoxificacion tiene que ser facil de emplear,
de bajo costo, que no produzcan compuestos que también sean toxicos, debe ser
irreversible y no debe modificar el sabor ni el valor nutricional del alimento tratado.

Dentro de los métodos fisicos se tienen: la seleccion de granos, separacion mecanica



de la cascara y el polvo del resto del cereal, los cuales resultan apropiados, ya que por
lo general, la mayor concentraciéon de micotoxinas se encuentran en el pericarpio de
los granos y en el polvo del cereal (FAO, 2004; Gimeno y Martins, 2005;
Mallmann, 2007).

Los tratamientos térmicos, también pueden ser efectivos; sin embargo, hay que
tener en cuenta que las micotoxinas son sustancias resistentes a las altas temperaturas,
asi pues, las aflatoxinas y OTA resisten temperaturas hasta los 120 y 100°C,
respectivamente, lo que puede originar alteraciones en las cualidades organolépticas y
nutricionales de los alimentos. Cabe mencionar, que el tiempo de aplicacion de la
temperatura al alimento, genera una mayor efectividad en el proceso. Por ejemplo, la
freidura o tostado a 200°C durante 30 minutos puede reducir la aflatoxina B; en maiz,
mani, nueces, entre otros, en un 40,00 a 80,00%, y la OTA en el café, durante 5
minutos, aproximadamente, en un 80,00 a 90,00%. Por ultimo, se tiene la irradiacion,
el cual es un proceso que utiliza rayos y, X y UV, para degradar las micotoxinas, en
especial las aflatoxinas. Los rayos y, pueden reducir la AFB; en manies en un 75,00 a

100,00% (Gimeno y Martins, 2005; Mallmann, 2007).

Con respecto a los métodos quimicos, se utiliza una amplia diversidad de
sustancias quimicas, como: amoniaco, ozono, cloro, formol, bisulfito de sodio y el
tratamiento con hidroxido de calcio y monometilamina, para inactivar ciertas
micotoxinas. El uso de amoniaco y el tratamiento con hidréxido de calcio y
monometilamina reducen en un 98,00% a las AFB,, en semillas oleaginosas, algodon
y tortas de manies, por la transformacion de éstas en compuestos no toxicos. El
bisulfito de sodio destruye la AFB; y el ozono puede degradar las aflatoxinas en los

cereales (Lara, 2003; Gimeno y Martins, 2005; Soriano, 2007; Sengun et al., 2008).

Dentro de los métodos biologicos destacan: el uso de microorganismos,

enzimas y modificacion genética del alimento. En el primer caso, se requiere utilizar



microorganismos que inhiban el crecimiento de los hongos micotoxigénicos y, por
ende, la produccion de micotoxinas; por ejemplo las cepas fungicas no
micotoxigénicas de A. flavus y A. parasiticus compiten con las cepas
micotoxigénicas, provocando una disminucién de aflatoxinas en manies en un
99,00%. El uso de enzimas biotransformadoras puede transformar las micotoxinas en
compuestos menos toxicos o no toxicos. Este caso, puede tener relacién con una
enzima sintetizada por Flavobacterium aurantiacum, que podria ser la responsable de
la disminuciéon de la aflatoxina B; presente en maiz, manies, aceite vegetal, entre

otros (Lara, 2003; Soriano, 2007).

En la actualidad, se est4 estudiando la posibilidad de usar plantas naturales con
actividad antifingica, como medida de control de micotoxinas, dentro de las cuales se
encuentra Thymus vulgaris (Tomillo), perteneciente a la familia de las labiadas, posee
una altura de 10-40 centimetros y es muy ramificada. Las hojas son mas largas que
anchas, opuestas y blanquecinas por su envés y las flores se encuentran agrupadas en
la extremidad de las ramas. Se trata de una planta aromatica, perenne, la cual procede
de la cuenca mediterranea occidental y presenta propiedades, tales como:
antiespasmodicas,  antitusivas, expectorantes, antibacterianas, antisépticas,
antifungicas, antiviricas, antiinflamatorias, antihelminticas, antioxidantes, eupépticas
y estrogénicas, ademas se usa como condimento (Ozguven y Tansi, 1998; Fuselli et
al., 2006; Jordan et al., 2006; Lopez, 2006; Necha y Garcia, 2008; Bejarano y
Centeno, 2009; Imelouane et al., 2009).

La composicion quimica de esta planta estd constituida principalmente por los
flavonoides y por fenoles monoterpénicos: timol y carvacrol, junto con otros
monoterpenos como p-cimeno, linalol, geraniol, gammaterpineno, limoneno y
borneol, presentes en el aceite esencial, el cual es un liquido amarillo pélido, aceitoso,
aromatico, obtenido de diferentes partes de las plantas, como las flores, hojas, tallos,

frutos y raices. No obstante, hay que tener presente que la composicion del aceite



esencial es variable, segtin la época y el lugar de recoleccion de la planta (Ozguven y
Tansi, 1998; Burt, 2004; Lopez, 2006; Segvic et al., 2006; Muioz et al., 2007; Necha
y Garcia, 2008; Keefover-Ring et al., 2009; Caplin et al., 2009; Garcia et al., 2010;
Rodriguez, 2011).

Las micotoxinas contaminan alimentos dirigidos a humanos y animales,
representando este hecho un problema de salud publica y grandes pérdidas
agroecondmicas; actualmente, se estan buscando alternativas que incluyen el uso de
plantas con propiedades antifingicas, para minimizar esta situacion; en el presente
trabajo de investigacion se utilizo6 Thymus vulgaris para el control de hongos
contaminantes de alimentos y sus principales toxinas, el cual tiene por objetivo
evaluar el efecto inhibitorio del extracto de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre la
concentracion de aflatoxinas y ocratoxina A, producidas por Aspergillus flavus y

Aspergillus ochraceus, respectivamente.



MATERIALES Y METODOS

Cepas fungicas

Se utilizaron las cepas de Aspergillus flavus (DB-146F) y Aspergillus
ochraceus (DB-91F), aisladas de muestras de alimentos concentrados para pollos y
pertenecientes a la coleccion de hongos del Laboratorio de Investigaciones
Microbiolédgicas del Departamento de Bioanalisis, Nucleo Sucre, Universidad de

Oriente.

Planta

Los extractos naturales fueron obtenidos de la planta Thymus vulgaris
(Tomillo), la cual se adquirié fresca en un supermercado de la ciudad de Porlamar,
estado Nueva Esparta. Se utilizaron so6lo las hojas y los tallos de las plantas, que
fueron deshidratadas en una estufa (marca P Selecta) a 45°C hasta que estuvieran

completamente secas.

Figura 1. Tallos y hojas de la planta Thymus vulgaris.



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 y A. ochraceus
fueron cultivados cada uno en un tubo de ensayo, con agar papa dextrosa (PDA) a 28
+ 2°C por 7 dias. Luego, se prepar6d una suspension de conidios, agregando a cada
tubo 10,00 ml de solucion salina fisiologica estéril y se procedié a agitar
vigorosamente para facilitar el desprendimiento de los conidios. La suspension
obtenida en cada tubo se filtr6 por separado a través de una gasa doble estéril,
eliminando de esta forma otras estructuras fungicas, obteniéndose sélo conidios en la
suspension. Se determind el nimero de conidios por ml de la suspension a cada uno
de los tubos, utilizando la cdmara de Neubauer y se ajusto la concentracion a 10°

conidios/ml.

Extraccion etandlica y actividad antifungica
Se trituraron las hojas y los tallos secos de las plantas en un mortero, hasta
obtener un fino polvo y posteriormente, se procedi6 a preparar el extracto, utilizando

como solvente el etanol al 80,00% (marca Riedel de Haén).

Se realizo la extraccion etanodlica, siguiendo el método de Bluma et al. (2008),
con modificaciones. Se pesaron 3,00 g de la planta triturada en una balanza de
precision (marca Ohaus), luego, se midieron 16,00 ml de etanol en un cilindro
graduado, posteriormente, se agregd agua destilada hasta completar 20,00 ml. Se
mezcld la cantidad pesada de la planta con los 20,00 ml del etanol al 80,00%, esta
mezcla se dejo en reposo durante 48 horas, a temperatura ambiente y en oscuridad. El
extracto obtenido se filtré con papel de filtro Whatman # 1, con la ayuda de un
embudo, el cual fue colocado en un beaker; éste, a su vez, se vertidé en una placa de
Petri de vidrio, previamente pesada; después, la placa de Petri que contenia el
extracto se guardo en oscuridad hasta que el etanol se evaporara completamente. Se

determind el peso seco del extracto, restando el peso de la capsula de Petri con el
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extracto menos el peso de la placa sin el mismo. Finalmente, el extracto obtenido se
resuspendié con agua destilada en una proporcion 1:1, fue depositado en viales y

guardado en refrigeracion.

La actividad antifungica del extracto obtenido se determind de acuerdo a la
metodologia de Souza et al. (2005), con ligeras modificaciones. En placas de Petri
con agar papa dextrosa (PDA) fueron diseminados 100 pl de la suspension de
conidios de A. flavus y de A. ochraceus, por separado, con un asa de Digrlaski.
Luego, se impregnaron discos de papel de filtro estériles de 6,00 milimetros (mm) de
diametro con el extracto y se situaron en el medio de las placas de Petri con agar
papa dextrosa inoculadas con las suspensiones de conidios. Se contd con un
tratamiento control de discos impregnados en etanol al 80,00%. Posteriormente, las
placas fueron incubadas por tres dias a 25 + 2°C y examinadas cada 24 horas. Los
halos de inhibicidon se midieron usando una regla graduada y fueron expresados en

milimetros.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind siguiendo la
metodologia descrita por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008), con
ciertas modificaciones. Se mezclaron 100 pl de varias diluciones del extracto (1:2,
1:4, 1:8, 1:16, y 1:32) en los micropozos de una placa que contenian 100 pul de caldo
Sabouraud dextrosa y 50 ul de la suspension de conidios de A. flavus. Posteriormente,
las placas se incubaron a 28°C durante 48 horas. La CMI correspondi6 al micropozo
con la mayor dilucion que no mostrd crecimiento fingico. Este mismo procedimiento

se llevo a cabo con la suspension de conidios de A. ochraceus.

Actividad antiaflatoxigénica y antiocratoxigénica
Se mezclaron 100 pl del extracto con 100 pl de aflatoxina de concentraciones

conocidas (1,70; 5,00; 15,00 y 45,00 pg/kg); el mismo procedimiento se llevo a cabo
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con concentraciones conocidas de ocratoxina A (5,00; 10,00; 20,00 y 40,00ug/kg),
luego, se aplico a dichas mezclas el ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzima
(ELISA) de tipo competitivo, siguiendo las instrucciones del kit
RIDASCREENFAST (BIOPHARM, Alemania) para determinar la disminucion de
las concentraciones de las aflatoxinas y ocratoxina A, respectivamente, el cual se basa
en lo siguiente: los pocillos de la microplaca estaban sensibilizados con anticuerpos
de captura dirigidos contra anticuerpos anti-micotoxinas. Se agregaron los estindares
de las micotoxinas o la solucion de las muestras, el conjugado micotoxina-enzima
compitié por los sitios de union de los anticuerpos anti-micotoxinas. Al mismo
tiempo, los anticuerpos anti-micotoxinas se unieron a los anticuerpos de captura
inmovilizados. Cualquier conjugado enzimatico no unido se removid en el paso de
lavado. Se agregd el substrato/cromédgeno a los pocillos. El conjugado enzimatico
unido convirtié el cromogeno en un producto azul. La adicién de la solucidon stop
llevd6 a un cambio de color azul al amarillo. La medicion se realizo,
fotométricamente, a 450 nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la

concentracion de las micotoxinas en la muestra (Soriano, 2007).

El procedimiento del ensayo se llevd a cabo de la siguiente manera: se
agregaron 50 pl de los estdndares y de las muestras a analizar a los pocillos
correspondientes; seguidamente, se agregaron 50 pl del conjugado micotoxina-
enzima a los pocillos adecuados y 50 ul de anticuerpo anti-micotoxina a cada pocillo.
Se mezclo el contenido de la microplaca suavemente y fue incubado durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el liquido de los pocillos y se golpeo la
microplaca, vigorosamente, hacia abajo sobre un papel absorbente (tres veces) para
asegurarse una completa remocién de liquido de los pocillos. Se lavaron los pocillos
tres veces con agua destilada (250 pl por cada pocillo) utilizando una pipeta
multicanal o una botella de lavado, y se vaciaron los pocillos reiteradamente de la
forma ya indicada, después de cada lavado. Se agregaron dos gotas o 100 ul de

substrato/cromoégeno a cada pocillo. Se mezcld el contenido de la microplaca
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suavemente y se incubd 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20-25°C).
Para finalizar, se agregaron dos gotas o 100 pl de la solucion stop a cada pocillo. Se
mezclo el contenido de la microplaca suavemente y se midi6 la absorbancia a 450 nm
en el transcurso de los siguientes 10 minutos con un lector de ELISA, marca
BIOTEK, MODELO ELX800. La obtencién de los resultados se realizdé usando el
software comercial KC- Junior'™. Cada ensayo se acompaiié de un control con el

extracto solo y se realizaron 6 repeticiones.

Analisis estadistico

Se compar6 la actividad antifungica del extracto de Thymus vulgaris contra
A. flavus y A. ochraceus; asi mismo, se comparo la actividad antimicotoxigénica de
dicho extracto, mediante el andlisis estadistico t-Student con un nivel de significancia

de p <0,05 usando el programa estadistico Statgraphics en su tltima version (Wayne,

2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de la actividad antifungica del extracto de Thymus vulgaris, contra A.
flavus reveld un promedio de halos de inhibicion de 31,00 mm, mientras que para A.
ochraceus, el promedio fue de 36,00 mm. Al analizar estos resultados, se observo que
son estadisticamente significativos (tabla 1), por lo que dicho extracto podria ser
utilizado como sustancia antifingica para el control de estos microorganismos. Hay
que resaltar que A. ochraceus fue mas sensible al extracto, ya que ¢l promedio de los
halos de inhibicion de dicho hongo es mayor al promedio correspondiente a A. flavus.
Existen pocas investigaciones que comparen la accion antifungica de extractos
naturales sobre A. flavus y A. ochraceus. Shiva (2007) obtuvo halos de inhibicion de
5,33 £ 0,76 mm para A. flavus y de 7,50 = 0,87 mm para A. ochraceus, usando
extractos de plantas pertenecientes a la familia Rutaceae, tales como: Citrus limonum,
Citrus aurantium, Citrus bergamica y Barosma betulina, notandose que el diametro
del halo de inhibicion para A. ochraceus también fue mayor que para A. flavus.
Goémez et al. (2007), estudiaron la actividad antifungica del extracto crudo del arbol
Fagara monophylla frente a A. flavus y A. terreus, presentando este ultimo
microorganismo algunas similitudes con A. ochraceus, dentro de las cuales se
encuentra la produccion de ocratoxina A, exhibiendo halos de inhibicién de 21,00 y

40,00 mm, respectivamente.

Tabla 1. Valores promedios de los halos de inhibicion de Aspergillus flavus y
Aspergillus ochraceus.

. . Halos de inhibicion
Extracto Microorganismos . Valor t
Promedios (mm)

A. flavus 31,00
Thymus vulgaris 3,35
A. ochraceus 36,00

Los valores promedios de los halos de inhibicion fueron analizados mediante el método estadistico de
t-Student *(p<0,05).Grados de libertad (gl): 7.
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En las figuras 2 y 3, se muestran los halos de inhibicion producidos por el
extracto de Thymus vulgaris sobre Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus,

observandose que el extracto actudé como sustancia antifingica sobre el crecimiento

de los hongos en estudio durante 72 horas de incubacion.

Figura 2. Actividad antifungica del extracto de Thymus vulgaris sobre Aspergillus
flavus (A: control, B: halo de inhibicion del extracto de Thymus vulgaris sobre el
microorganismo inoculado).

Figura 3. Actividad antifungica del extracto de Thymus vulgaris sobre Aspergillus
ochraceus (A: control, B: halo de inhibicion del extracto de Thymus vulgaris sobre el
microorganismo inoculado).
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Con relacion a la prueba de la CMI, se observo que Thymus vulgaris inhibi6 el
crecimiento de Aspergillus flavus hasta la dilucion 1:2, correspondiente a una
concentracion de 47,50 mg/ml; asi mismo, inhibié el crecimiento de Aspergillus
ochraceus hasta la dilucion 1:4, a una concentracion de 23,75 mg/ml (tabla 2),
notandose que estos resultados apoyan a los obtenidos en la actividad antifiingica, ya
que la concentracion mas baja del extracto que pudo inhibir el crecimiento de A.
flavus fue mayor que la requerida para A. ochraceus, demostrandose una vez mas que
este ultimo microorganismo es el mas susceptible al extracto. Carrera (2011), realizé
un trabajo de investigacion basado en la comparacion de la actividad antifiigica y
antiaflatoxigénica del extracto de Melissa officinalis, de origen etandlico, con el
extracto de origen metandlico, obteniendo una CMI del extracto etanolico de 23,30
mg/ml para A. flavus, concentracion similar a la obtenida en el presente trabajo de

investigacion.

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria del extracto de Thymus vulgaris frente a
Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus.

Concentraciones minimas inhibitorias

Extracto Microorganismos (diluciones)
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
_ A flavus " i ) ) )
Thymus vulgaris
A.ochraceus + + - - -

(+) = No Crecimiento (-) = Crecimiento

La actividad antifungica de Thymus vulgaris es atribuida, principalmente, a los
monoterpenos presente en su aceite esencial, definidos quimicamente como

moléculas constituidas por dos (2) unidades de isopreno, de 5 adtomos de carbono
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cada una. El timol y carvacrol, representan las principales sustancias dentro de este
grupo, ya que diversos estudios indican que son los responsables de gran parte de la
actividad antimicrobiana del aceite esencial y se caracterizan por ser compuestos
fitoquimicos simples y muy similares estructuralmente, conformados por un grupo
fenol, que se diferencian entre si por la posicion de los grupos hidroxilos en la
molécula, por lo que se cree que este grupo hidroxilo es el responsable de su alto
potencial téxico, en comparacién con los demds componentes (Ozguven y Tansi,
1998; Domingo y Lopez, 2003; Burt, 2004; Caidiigueral y Vila, 2007; Vazquez et al.,
2007; Alzate et al., 2009; Ardila et al., 2009, Garcia et al., 2009; Keefover-Ring et
al., 2009).

Estd comprobado que el timol es la sustancia que se encuentra en mayor
proporcion y la que tiene la mayor actividad antifiigica. Segun Oscan y Chalchat
(2004), el aceite esencial obtenido de las partes aéreas de la planta, recolectadas en
Turquia, posee un 46,20% de timol, mientras que los demas componentes no superan
el 20,00%. Por su parte, Seung-Joo et al. (2005), en un estudio realizado al aceite
esencial de plantas obtenidas en el norte de California, determinaron que contenia un
72,00% de timol, mientras que los demas componentes encontrados presentaron
porcentajes inferiores al 10,00% (Ozguven y Tansi, 1998; Domingo y Lépez, 2003;
Alzate et al., 2009; Keefover-Ring et al., 2009).

Existen pocos estudios centrados a comprender los mecanismos de accion de
los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas; no obstante, se sabe que el
ataque de estos componentes se encuentran enfocados a las membranas de las células
fingicas. Se ha probado que los monoterpenos son los principales responsables de la
actividad antimicrobiana, debido a que poseen la capacidad de ocasionar dafios a las
membranas, a través de interacciones con enzimas presentes en éstas e interrupcion
de procesos vitales como la 6smosis, sintesis de esteroles y fosfolipidos, ésto se debe

a las cualidades lipofilicas que presentan estos componentes. Se ha demostrado que el
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timol y carvacrol, son los mas potentes inhibidores de los procesos enzimaticos,
posiblemente mediante reacciones con los grupos sulfihidrilo de los aminodcidos o
por interacciones no especificas con proteinas. Se sabe que el limoneno inhibe el
consumo de oxigeno y los flavonoides forman complejos con los aminoacidos
nucleofilicos de las proteinas, lo que acarrea su inactivacion (Domingo y Lopez,

2003; Hernandez et al., 2007; Montes-Belmo, 2009; Rodriguez, 2011).

Al evaluar la actividad antimicotoxigénica del extracto de Thymus vulgaris, se
observo que posee la capacidad de disminuir a las aflatoxinas totales, ya que las
concentraciones iniciales de 5,00; 15,00 y 45,00 ng/kg fueron reducidas en 85,60;
71,31 y 84,84%, respectivamente. En la tabla 3, se muestra la actividad
antiaflatoxigénica del extracto de Thymus vulgaris, notandose diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones iniciales y finales de las
afltoxinas totales (AFt).

Tabla 3. Efecto del extracto de Thymus vulgaris sobre las concentraciones de
aflatoxinas totales (AFt).

Concentracion Concentracion Promedio de las 9% de
inicial de AFt inicial de AFt concentraciones re dl(;CCién Valor t
( ng/kg) ( ng/kg) finales
5,00 0,50
5,00 0,17 0,72 85,60 6,28
5,00 1,50
15,00 4,35
15,00 4,28 4,30 71,31 193,75
15,00 4,28
45,00 7,32
45,00 5,99 6,82 84,84 53,06
45,00 7,15

Muestras analizadas mediante el método estadistico t- Student *(p<0,05). Grados de libertad (gl): 5.
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Por otra parte, en la tabla 4 se observa que el extracto de Thymus vulgaris, del
mismo modo, tiene la capacidad de reducir a la OTA, notandose en todos los casos
disminuciones estadisticamente significativas de las concentraciones iniciales de

dicha micotoxina.

Los estudios realizados acerca de las aflatoxinas se han centrado
fundamentalmente en la aflatoxina B, ya que es la mas toxica y predominante dentro
de este grupo de micotoxinas, siendo las aflatoxinas B,, G, G, M; y M, derivados de
la B, presentando éstas una analogia en sus estructuras quimicas. Una vez ingerida,
se absorbe en el tracto gastrointestinal debido a su alta liposolubilidad y es
transportada hacia el higado, a través de los eritrocitos y proteinas plasmaticas, por
via portal, donde es biotransformada por enzimas microsomales, pertenecientes a la
superfamilia del citocromo P450, en un metabolito electrofilico denominado AFB;-
8,9-epoxido; éste se une covalentemente con el nitrogeno N-7 de los residuos guanil
del ADN, a través de la induccion de la depurinacion y ruptura de la hebra de ADN,

originando aductos persistentes con regiones de ADN ricas en guanina.

Tabla 4. Efecto del extracto de Thymus vulgaris sobre las concentraciones de
ocratoxina A (OTA).

Concentracion Concentracion Promedio de las

inicial de OTA final de OTA concentraciones % de

(ng/kg) (ng/kg) finales reduccion  Valort
5,00 1,92 1,78 64,50 9,06
5,00 1,85

5,00 1,55

10,00 1,14

10,00 2,14 2,04 79,62 8,60

10,00 2,82
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40,00 3,31
40,00 2,81 2,88 92,80 103,78
40,00 2,51

Muestras analizadas mediante el método estadistico t- Student *(p<0,05). Grados de libertad (gl): 5.
En el proceso de replicacion del ADN, el complejo formado se intercala

provocando la transversion de la guanina a timina en el codon 249 del gen p53 y, en
consecuencia, origina mutacion en las células somaticas, que se traduce en cancer; el
aducto epoxido-guanina es eliminado por la orina usdndose como biomarcador.
También, la aflatoxina Bl-epdxido puede formar aductos con proteinas celulares a
través de los residuos de lisina, provocando toxicidad, los cuales se emplean como
biomarcadores en el suero. Después de la formacion de la AFB1-epdxido se puede
formar AFB1 dihidrodiol, las cuales son metabolitos de la aflatoxina B, que también
se unen a proteinas celulares, provocando dafio celular y, en consecuencia, la muerte.
Es importante mencionar que la AFB;-8,9-ep6xido puede ser detoxificada por la
accion de una glutation-S-transferasa, dando origen a un conjugado con el glutation
(Peraica et al., 1999; Santos, 1999; Alvarez et al., 2000; Hussein y Brasel, 2001;
Soliman y Badeaa, 2002; Bennett y Klich, 2003; Astoviza y Socarras, 2005; Gimeno,
2005; Gimeno y Martins, 2005; Duarte y Villlamil, 2006; Urrego y Diaz, 2006; Bucio
et al., 2007; Soriano, 2007).

Por otra parte, las ocratoxinas son el segundo grupo en importancia después de
las aflatoxinas, siendo la OTA la de mayor interés, ya que ocasiona repercusiones
negativas en la salud del ser humano y es objeto de una especial vigilancia en todo el
mundo, por su marcado poder toxicoldgico. Al ser ingerida, se absorbe casi
totalmente en el tracto gastrointestinal y alcanza la circulaciéon general. Aunque, la
ingesta de OTA se lleve a cabo en forma cronica, la capacidad de unirse a proteinas
plasmaticas, especialmente, a la albimina, contribuye a que tenga una vida media
larga, aumentando de esta forma su potencial téxico. Su principal mecanismo de

accion es la interrupcion de la sintesis proteica, por medio de la inhibicion
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competitiva de la enzima tRNA fenilalanina sintetasa; es decir, la OTA compite con
la fenilalanina en la unién con su correspondiente ARN de transferencia. También
inhibe la respiracion mitocondrial en higado de ratas, a través de la inhibicion
competitiva de la ATPasa, succinato deshidrogenasa y citocromo C. Se menciona que
la OTA estimula la peroxidacion lipidica, ya que diversos estudios in Vivo, en la que
fue suministrada en ratas asi lo evidencio; también se realizaron estudios in vitro en
microsomas de higado o rifion de ratas, utilizando trazas de hierro, que confirman que
la OTA promueve la peroxidacion lipidica, se cree que esta micotoxina forma
complejos con el hierro, como resultado, se producen radicales hidroxilos
extremadamente toxicos en presencia de NDPH-citocromo P450 reductasa. Es
probable que el proceso de peroxidacion lipidica sea responsable de cambios a nivel
de la estructura de las membranas celulares, que permiten la afluencia de calcio a la
célula, causando cambios en la actividad metabolica de la misma y, en ultima
instancia, su muerte. Ademas, se cree que la OTA tienen la capacidad de originar
aductos y roturas sencillas en el ADN (Marquardt y Frohlich, 1992; Rahimtula et al.,
1988; Lopez et al., 2000; Bayman et al., 2002; Arbillaga et al., 2004; Assaf et al.,
2004; Astoviza y Socarras, 2005; Koller et al., 2006; Soriano, 2007).

Los extractos de plantas con efectos fungicidas son utilizados actualmente para
contrarrestar un problema de indole mundial, como es la contaminacion de alimentos
durante la pre y post cosecha, por hongos micotoxigénicos y sus micotoxinas, ya que
poseen un bajo costo y caracter inocuo para el hombre y la naturaleza. El efecto
antifungico que presentan los extractos naturales es atribuido a una gran diversidad de
metabolitos secundarios sintetizados por las plantas como mecanismo de defensa
contra el ataque de microorganismos, insectos y otros animales en la naturaleza; sin
embargo, no esta bien dilucidado el mecanismo de accion de estas sustancias a la
célula fingica. En la presente investigacion, se demostrd el efecto antifingico del
extracto de Thymus vulgaris contra los microorganismos en estudio y, ademas,

presentd actividad antimicotoxigénica frente a las micotoxinas sintetizadas por éstos,
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por lo que el extracto de Thymus vulgaris puede ser usado como medida de control de

estos hongos contaminantes de alimentos y sus micotoxinas.
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CONCLUSIONES

El extracto de Thymus vulgaris evidencié una marcada actividad antifungica

sobre Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto obtenido fue de 47,50

mg/ml para Aspergillus flavus y de 23,75 mg/ml para Aspergillus ochraceus.

El extracto de Thymus vulgaris redujo en un 80,58% y un 78,93%, las

concentraciones iniciales de aflatoxinas y ocratoxina A, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Continuar el estudio, probando la actividad antifingica del extracto de Thymus

vulgaris contra otros hongos contaminantes de alimentos.

Comprobar la actividad antifungica de otros extractos naturales.

Aplicar diferentes concentraciones de los extractos naturales, con la finalidad

de observar su actividad antifingica.

Aislar los compuestos activos de cada extracto en estudio.
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