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RESUMEN

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 busqueda de 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 luego de evaporado el alcohol, se prepararon soluciones acuosas para los ensayos y, a partir de
¢éstos, se determind: (a) la actividad antifungica de los extractos, (b) la concentracion minima inhibitoria (CMI)
de los extractos sobre Aspergillus flavus y (c) la actividad antiaflatoxigénica utilizando el método de enzima
inmunoensayo competitivo (ELISA). Los resultados obtenidos de la actividad antifungica mostraron que los
extractos produjeron en promedio halos de inhibicion de 22 mm sobre el hongo ensayado. Asi mismo, presentd
una concentracion minima inhibitoria de 23,30 mg/mL. El extracto redujo las concentraciones de aflatoxinas
de 5, 15 y 45 pg/kg en un 96,60%, 85,33% y 84,71%, respectivamente. En conclusion, los extractos de Melissa
officinalis mostraron actividad antifiingica y antiaflatoxigénica sobre Aspergillus flavus, inhibiendo en gran parte
su crecimiento y reduciendo significativamente las concentraciones de aflatoxinas.

PALABRAS cLAVE: Extractos naturales, hongos contaminantes, aflatoxinas.
ABSTRACT

Because the use of fungicides in agricultural crops has led to the development of fungal resistance,
environmental pollution and public health hazards, the antifungal activity of the extracts from wild plants has been
studied, seekingnew alternatives in the control of fungi and mycotoxins. Therefore, the objective of this research
was to evaluate the antifungal and antiaflatoxigenic activity of extracts of Lemon balm (Melissa officinalis) on
Aspergillus flavus. Extracts of Melissa officinalis were obtained using ethanol 80.00%, and after the alcohol
evaporated, aqueous solutions were prepared for testing, and from them it was determined: (a) the antifungal
activity of the extracts, (b) minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts on Aspergillus flavus and
(c) antiaflatoxigenic activity using the method of competitive enzyme immunoassay (ELISA). The results of
the antifungal activity showed that the extracts produced averaged halos of inhibition of 22 mm on the fungus
tested. It also presented a minimum inhibitory concentration of 23.30 mg/mL. The extract reduced aflatoxin
concentrations of 5, 15 and 45 mg/kg in a 90.60%, 85.33% and 84.71%, respectively. In conclusion, Melissa
officinalis extracts showed antifungal and antiaflatoxigenic activity on Aspergillus flavus, largely inhibiting its
growth and significantly reducing aflatoxin concentrations.

KEy worbs: Natural extracts, contaminants fungi, aflatoxins.

INTRODUCCION la humedad y la temperatura juegan un papel importante

en el crecimiento del hongo y en la produccion de

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 toxicos ocurre, principalmente,
durante los periodos de pre y post cosecha, en los cuales
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micotoxinas (FAO 2004, Bloom et al. 2007, Kralj y
Prosen 2009).

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos
fungicos que, quimicamente, son derivados difurano
cumarinas, cominmente encontradas en el maiz, mani,
higos, algodon, leche, tabaco, frutos secos y otros
alimentos, han sido descritas como hepatotoxicas,
carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas y son
producidas, principalmente, por Aspergillus flavus y
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Aspergillus parasiticus (D’'Mello y Macdonald 1997,
Bennett y Klich 2003, FAO 2004, Boermans y Leung
2007, Martins et al. 2007, Biagi 2009).

Mundialmente, las pérdidas después de las cosechas han
sido estimadas en un 50% y es debido mayoritariamente a
las infecciones fingicas. En paises en vias de desarrollo, las
pérdidas son a menudo mas severas, debido a la carencia
de un manejo adecuado y de 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 antifungica de las plantas ha
sido estudiada por las resistencias de patdgenos 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 ultimos afios a la biisqueda de nuevas
sustancias antifungicas de origen vegetal, las cuales han
sido efectivas contra fitopatdogenos 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).

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 utilizada como
planta medicinal casera y para la industria farmacéutica
o en la industria cosmética. Se le atribuyen propiedades
medicinales antiespasmodicas, digestivas, bacteriostaticas
y antivirales (Cardona 1997, Izco et al. 1997, Sitte et al.
2004).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antifungica y antiaflatoxigénica de extractos de 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 Bioanalisis, Escuela de Ciencias, Nucleo de Sucre,
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Universidad de Oriente.
Planta

Los extractos 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, Gnicamente, hojas y tallos, que fueron
secados en una estufa (marca P Selecta) a 45°C, hasta
sequedad total.

Suspension de conidios

La suspension de conidios se llevo a cabo siguiendo
la metodologia descrita por Rasooli et al. (2008); para
ello, Aspergillus flavus fue cultivado en tubos de ensayo
con agar papa dextrosa (PDA) a 28 + 2°C por 10 dias.
Posteriormente, se prepard 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 filtro a través de doble gasa estéril, eliminando de esta
forma otras estructuras fiingicas y obteniendo s6lo conidios
en la suspension. Se determind el ntimero de conidios por
mL de la suspension, y utilizando camara de Neubauer se
ajusto la concentracion a 10° conidios/mL.

Extraccion y actividad antifingica

Una vez seca la planta, fue triturada obteniéndose un
polvo fino y se procedid a preparar el extracto, usando
como solvente etanol al 80%, siguiendo el método de
Bluma et al. (2008). Se mezclaron 3 g de polvo de la
planta con 20 mL de etanol al 80%; esta mezcla se dejo
en reposo durante 48 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad. El extracto obtenido se filtr6 con papel de filtro
Whatman N° 1 y se verti6 en placas de Petri de vidrio, que
fueron previamente pesadas; posteriormente, las placas
que contenian los extractos fueron guardadas en oscuridad
hasta que se evaporé completamente el alcohol, y luego
se determind el peso seco del extracto. Con la finalidad
de evitar la toxicidad de otros solventes, el extracto seco
se resuspendio con 3 mL de agua destilada estéril; luego
dividido en viales y almacenados en refrigeracion. Cada
vial se mezclo profusamente al momento de usarlo. La
concentracion final del extracto fue de 58,25 mg/mL.

La actividad antifiingica del extracto obtenido fue
determinada de acuerdo a De Souza et al. (2005). 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
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separadamente, se impregnaron los discos de papel
de filtro estériles de 6 mm de didmetro con 10 pL del
extracto y se situaron en el medio de las placas de Petri
con PDA inoculadas con la suspension de conidios. Se
realizé un tratamiento control con placas que contenian
solo la suspension de conidios sin el extracto. Las placas
fueron incubadas por tres dias a 25 + 2°C. Los halos de
inhibicion se midieron usando una regla graduada y se
expresaron en milimetros. Los limites de los rangos de
inhibicion para considerar positiva la actividad fueron el
doble del diametro del disco de papel impregnado con el
extracto (12 mm).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI)

La CMI se determiné mediante el método de dilucion
en caldo y se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita
por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008).
Para ello se hicieron diluciones seriadas (1:2,5, 1:5, 1:10,
1:20 y 1:40) a partir de la mezcla de 100 pL de extracto
en micropozos de una placa para lectura de ELISA, que
contenian 100 pL de caldo Sabouraud dextrosa y 50 pL
de la suspension de conidios de Aspergillus flavus. Se
realizaron pozos controles que contenian s6lo la mezcla de
caldo y suspension de conidios. La placa se incubo a 28°C
durante 48 horas. La concentracion minima inhibitoria
correspondié al micropozo con la mayor diluciéon que no
mostr6 crecimiento fingico.

Actividad antiaflatoxigénica

Se puso en contacto 100 pL del extracto con 100
pL de aflatoxinas de concentracion conocida (5, 15
y 45 pg/kg) (BIOPHARM, Alemania), 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 totales después de la
adicion del extracto. Las concentraciones de la micotoxina
fueron medidas con un lector de ELISA marca BIOTEK®
modelo ELX800. La lectura de los resultados se realizo
usando el software comercial KC-Junior™. Cada ensayo
se acompafio de un control con las aflatoxinas totales de
concentracion conocida y se realizaron tres repeticiones.

Analisis estadistico
Para comparar los niveles de aflatoxinas antes y después

del tratamiento con el extracto de Melissa officinalis, se
realiz6 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).

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad antifingica del extracto de Melissa
officinalis sobre Aspergillus flavus estuvo determinada
por halos de inhibicion que promediaron 22 mm (Fig. 1).
Resultados similares fueron obtenidos por Cardenas et
al. (2005), quienes demostraron que el extracto etanolico
de Chrysactinia mexicana sobre Aspergillus flavus
present6 un halo de inhibicion de 18,8 = 0,19 mm. Asi
mismo, Centeno et al. (2010) obtuvieron con el extracto
etanolico de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis un
halo de inhibicién en promedio de 11,4 mm y 14,6 mm,
respectivamente, sobre Aspergillus flavus.

Figura 1. Halo de inhibicion del extracto de Melissa officinalis sobre
el crecimiento de Aspergillus flavus (A). Control (B), placa solo con la
suspension de conidios de Aspergillus flavus.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto se observo en la dilucion 1:2,5, que corresponde a
una concentracion de 23,30 mg/mL. Resultados similares
fueron obtenidos por Ram Kumar e? al. (2010), al ensayar
con el extracto etandlico de Syzygium aromaticum y
Allium sativum obtuvieron una CMI de 20 mg/mL sobre
Aspergillus flavus.

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),
sefialaron que los componentes del aceite esencial de esta
planta son: citronelal (39%), citral (33%) y geranial. Por
su parte, De Martino ef 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 ef al. 2008).

Los monoterpenos son metabolitos secundarios
de las plantas, que juegan un papel importante en
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la funcion metabolica de ellas y resultan menos
perjudiciales que los fungicidas quimicos, desde el
punto de vista ambiental. Ademas, estan asociados con
diversas actividades bioldgicas, como antibacterianas,
antifingicas, antioxidantes, leishmanicida, entre otras
(Arango et al. 2007, Bakkali et al. 2008, Vaillant ef al.
2009).

Diversos investigadores han comprobado el efecto
de los componentes de los aceites esenciales sobre
microorganismos que afectan cultivos de importancia
economica; asi, Vaillant et al. (2009) demostraron
que el aceite esencial citronelal, obtenido de la planta
Cymbopogon nardus, inhibi6 el crecimiento del hongo
patéogeno Rhizoctonia solani, aislado de cultivos de
papa. Alzate et al. (2009) obtuvieron que el aceite citral,
extraido de las plantas Thymus vulgaris y Cymbopogon
citratus, inhibio 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 el fitopatogeno Fusarium
OXYSpOrum.

El mecanismo de accion de los extractos de plantas,
aceites esenciales y sus respectivos componentes no esta
claro todavia; sin embargo, Omidbeygi ef al. (2007)
sugieren que los componentes de los aceites esenciales
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 esta relacionada no sé6lo con la capacidad
con los terpenos de afectar la permeabilidad, sino también
otras funciones de las membranas celulares, cuando
pasan al interior de la célula 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
perdxidos 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 a la muerte del
micelio. Daferera et al. (2000) reportaron que la actividad
antifungica de los aceites esenciales podria deberse a
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la formacion de puentes de hidrogeno entre el grupo
hidroxilo de los compuestos fenolicos 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 ibnico de Ca*"y otros canales
ionicos y reducir el gradiente de pH que afectan 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 (Bakkali et al. 2008).

La actividad antiaflatoxigénica del extracto de Melissa
officinalis se muestra en la Tabla 1, 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 73,60%, seguido de 69,30% y 67,50%
para rangos de concentracion entre 5-15 pg/kg y 1,7-5,0
ng/kg de AFt, respectivamente.

Se ha informado que la biosintesis de las aflatoxinas,
en especial la de la aflatoxina B,, 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
fisiologicos que afectan la biosintesis de las aflatoxinas,
en el segundo nivel inhiben los circuitos de sefalizacion
en la entrada de la ruta biosintética y en el tercer nivel
ejercen su inhibicion directamente en la expresion
génica o la actividad enzimatica en la ruta. Mientras
que el modo de accién 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 mas probable
es que los compuestos inhibidores conocidos alteran los
moduladores ambientales y fisiologicos de la biosintesis
de las aflatoxinas o alteran las vias de sefializacion en
la entrada de la red reguladora (Gongalez et al. 2001,
Alpsoy 2010).
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Tabla 1. Efecto de los extractos acuosos de Melissa officinalis sobre la concentracion de aflatoxinas totales. (AFt).

Concentracion Concentracion Promedio del % de
Extracto inicial de AFt final de AFt ol t-Student p valor
reduccion
(ng/kg) (ng/kg)
5 0,20
5 0,00 96,60 54,80 0,0003
2 5 0,30
S
B 15 1,18
g
S 15 2,48 85,33 24,17 0,0017
IS
£ 15 2,95
v
= 45 6,03
45 8,39 84,71 50,33 0,0003
45 6,22
CONCLUSIONES Biological effects of essential oils-a review. Food

La utilizacion de extractos vegetales para controlar
hongos micotoxigénicos ha sido ampliamente estudiada;
no obstante, sus actividades antimicotoxigénicas todavia
no han sido determinadas en su totalidad; por esta razon,
la actividad antifingica y antiaflatoxigénica que han
demostrado los extractos de Melissa officinalis sobre
Aspergillus flavus en la presente investigacion es un aporte
que puede ayudar al control de estas micotoxinas en los
alimentos.
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