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Introduccidn
El jitomate es considerado como uno de los productos
mas consumidos en México por su valor nutricional y
su versatilidad para cocinarlo en diferentes platillos.
Su consumo anual asciende a 21.06 kg/persona. En el
afo 2019 el INEGI reportd una produccion de 2.86 mi-
llones de toneladas en 42 mil hectareas de cultivo en
México, lo que lo convierte en uno de los paises con
mayor produccion para exportar. Es un fruto perece-
dero, por lo tanto, es susceptible a sufrir dafnos como
magulladuras y perforaciones, causados por la inade-
cuada manipulacion durante la postcosecha, esto au-
menta el riesgo de contaminacién por microorganis-
mos y pérdida del producto.

En México se estima que las pérdidas de jito-

mate en postcosecha durante el ano 2013 fueron del
23.33% considerando toda la cadena de suministro.
Estas pérdidas se deben principalmente a los hongos
que prevalecen con alta incidencia, cuando el mane-
jo postcosecha no es adecuado. Aspergillus flavus es
un hongo que se desarrolla con mucha facilidad en
productos secos, tales como, maiz, arroz, trigo y caca-
huate. Anteriormente solo se reportaba la presencia
de aflatoxinas en granos y cereales, sin embargo, en
la actualidad existen reportes que indican su detec-
cion en productos frescos como jitomates, fresas y
pimientos, etc. A. flavus produce una de las toxinas
de mayor interés en la inocuidad alimentaria, denom-
inada como aflatoxina. La presencia de aflatoxinas en
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frutos de jitomate representa un problema, debido a
que tienen efecto teratogénico, genotoxico y nocivo a
la salud humana, ademas se han asociado a diferentes
tipos de cancer y enfermedades neurodegenerativas e
inmunoldgicas [1,2]

Los desinfectantes quimicos son utilizados con
mayor frecuencia en el control de microorganis-
mos por su amplia capacidad para reducir e inhibir
crecimiento de hongos y bacterias. Entre los desin-
fectantes de mayor uso encontramos el cloro, plata
coloidal y soluciones a base de iodo, estos productos
quimicos han tenido buena capacidad inhibitoria, sin
embargo, su uso prolongado aumenta el riesgo de in-
toxicacion por los residuos que puedan quedar ad-
heridos al fruto, ademas del impacto ambiental que
generan [3].

Existen alternativas naturales efectivas para el
control de A. flavus, las cuales han sido evaluadas en
frutos de jitomate. El quitosano es un producto natu-
ral, no toxico, que se obtiene por medio de la desace-
tilacion de la quitina, presente en los exoesqueletos
de los crusticeos y en hongos. Ha sido evaluado de
forma individual o en solucién (cubiertas simples o
combinadas otros compuestos antimicrobianos) y se
ha reportado una efectividad entre el 65y 75% en el
control de A. flavus presente en jitomate Cherry [4].

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas
obtenidas por arrastre de vapor del pericarpio de
los citricos; la fraccion destilada se compone princi-
palmente de terpenos y derivados del fenilpropano,
sustancias reconocidas por su accién antimicotica. Su
efecto se puede potenciar cuando se usan en combi-
nacion con quitosano para formar cubiertas. Los ex-
tractos citricos son otra alternativa natural para con-
trol de hongos, se obtienen a partir de los residuos
de cdscaras y semillas de citricos, por ello no impac-
tan el medio ambiente y ni la salud de los individu-
os que los utiliza, debido a que sus componentes son
considerados GrAs (generalmente reconocidas como
seguras). Se han reportado un nimero importante de
polifenoles y acidos presentes en los extractos de se-
millas y cdscaras de citricos con actividad antifingica
probada, como hesperidina, naranjina, limoneno, na-
rirutina, etc. Las concentraciones de los compuestos
fenolicos dependen del tipo de extracto, sea acuoso
o alcohodlico, asi como la variedad y genética de los

citricos de origen. Estos productos ya se comerciali-
zan y se han popularizado, se han evaluado la capaci-
dad antimicotica de algunos, entre los que resaltan
Ecolife, de Culta Agrobioldgicos y Citrocover ®, que
reportan de 80 a 95 % de eficiencia [5].

Después de la desinfeccion lo mas comin es apli-
car un método de conservacion que mantenga libre
de microorganismos el jitomate. El deshidratado es
un método para reducir la actividad de agua, aquella
disponible para procesos biologicos, como actividad
enzimitica o microbiolégica. La forma mas comun
de deshidratar es aplicando flujo de aire caliente; la
temperatura y el tiempo se asignan en funcion de los
componentes del alimento. El jitomate tiene buenos
resultados cuando se trata a 60°C por 24 horas, se
logra peso constante y se conserva la mayoria de los
carotenoides presentes en fresco [6].

De tal manera que el presente trabajo tiene como
fin evaluar la capacidad inhibitoria de aflatoxinas de
métodos naturales de desinfeccion tales como extrac-
tos citricos comerciales y cubiertas de quitosano con
aceite esencial de limén y naranja, en un modelo in
vitro y en jitomate tratado y deshidratado.

Metodologia

Obtencién de los materiales

La cepa de A. flavus fue donada por el Laboratorio de
Tecnologia de Postcosecha de Productos Agricolas de
CEPROBI-IPN.

Se utiliz6 quitosano de bajo peso molecular de la
marca Sigma-Aldrich, CAS: 9012-76-4; con grado de
desacetilacion de 75-85%, acido acético glacial de Fer-
mont Chemicals Inc y glicerol de J.T. Baker. Para la
evaluacion in vitro se emplearon placas de Agar Cza-
pek-Dox® de la marca BD Bioxon.

Se emple6 extracto de semilla de citricos comer-
cial Citrocover® y Citro-80®, asi como aceite esen-
cial de limon y naranja de la empresa MS Agros S.A.
de C.V. Como control negativo se empled plata coloi-
dal comercial.

Los frutos de jitomate fueron obtenidos de huertas
localizadas en el municipio de Tlaltizapan en el esta-
do de Morelos (18°24'36"N 99°04'13"0). Se utiliza-
ron frutos de jitomate variedad saladette sanos, rojo
maduro.

Serrano Molina L., Ramos Garcia M. de L. y Bautista Bafos S..



Preparacion solucién de esporas y tratamientos
La cepa de A. flavus fue activada en placas de medio
Czapek-Dox® durante 7 dias a 27+2°C, al termino se
prepar6 la solucion de esporas adicionando 20 ml de
agua destilada estéril sobre la superficie, se realizo
barrido con una aguja de diseccion y se recuperd el
liquido en un matraz Erlen Meyer. Para cuantificar es-
poras en soluciéon se empled la cdimara de Neubauer y
microscopio binocular, se contabilizaron las esporas
y a través de diluciones se ajusto el conteo final a 105
esporas mL-1. Los tratamientos evaluados se prepa-
raron de acuerdo con la especificacion de la Tabla 1.

Evaluacién in vitro

Se llevo a cabo la técnica de envenenamiento del
medio para la evaluacién in vitro de los extractos y
cubiertas de quitosano. A cajas Petri con medio Cza-
pek-Dox® se les adiciond 0.5 ml de tratamiento, se
secd en campana de flujo laminar y posteriormente se
adicion6 en el centrd 10 ul. de la soluciéon de esporas
105 mL-1. Se incub6 por 7 dias a 27+2°C. Las cajas se
reservaron para cuantificar aflatoxinas.

Evaluacién in situ

Se seleccionaron frutos de jitomate que presentaban
color rojo maduro. Se sumergieron en una solucion
de hipoclorito al 1% durante 2 minutos, se dejaron
escurrir y secar al ambiente. Se realiz6é una puncion
con ayuda de una aguja de diseccion esterilizada a una
profundidad aproximada de 3 milimetros. Posterior-
mente se adicionaron 20ul. de solucion de 105 espo-
ras mL-1 directamente a la herida del fruto. Se alma-
cenaron a temperatura ambiente entre 28+2°C por 72
horas. Posteriormente, los frutos se sumergieron en
las soluciones tratamiento por 15 minutos y al escu-

rrirlos se dejaron secar a temperatura ambiente. Los
jitomates tratados se cortaron en rebanadas de 0.5 cm
y se sometieron a deshidratacién a 60°C por 24 horas.
El producto se pulverizo y reservéd para cuantificar
aflatoxinas.

Cuantificacion de aflatoxinas por ELISA

Se empled el kit Veratox Aflatoxin HS®, de alta sensi-
bilidad para aflatoxinas de la marca Neogen. Se licua-
ron 10g de medio de cultivo Czapek-Dox® con creci-
miento de Aspergillus flavus, empleado en la técnica
de envenenamiento del medio, con 50 mL de metanol
al 70%. Se filtraron los extractos a través de un filtro
Whatman #1 y se reservaron en tubos de borosilicato.
En los pocillos de mezclado se adiciondé 100uL de
solucién conjugada, posterior se afiadieron 100 ul
de los controles para el ajuste de la curva de calibra-
cion de 0, 1, 2, 4 y 8 partes por billéon (ppb) asi como
100ul del filtrado muestra. Cada pocillo se mezcld
con ayuda de la pipeta multicanal y se transfirieron
100uL de la mezcla a los pocillos de anticuerpos e
incubaron por 10 minutos. Al termino se desechd la
muestra, se enjuagaron 5 veces los pocillos con agua
desionizada, se secaron perfectamente con ayuda de
papel absorbente.

A los pocillos enjuagados se les adiciono 100uL de

solucion substrato, se incub6 por 10 minutos y se agi-
t6 suavemente sobre una superficie. Al termin6 del
tiempo se adiciono 100uL de solucién Red stop. Los
pocillos se leyeron en el Stat Fax® a 650 nm y el re-
sultado se obtuvo en absorbancia y ppb.
Se utilizé n=10 y los datos se trataron a través de un
andlisis de varianza con un método de comparacion
de medias de Tukey en el programa Infostat® version
2017.

Tratamientos y concentraciones evaluadas en Aspergillus flavus

T1 Extracto de semilla de citricos Citro-80 1%

T2 Extracto de semilla de citricos Citrocover 1%

T3 Cubierta de quitosano con aceite esencial de naranja 0.1%
T4 Cubierta de quitosano con aceite esencial de limon 0.1%
T5 Agua (Control positivo). No Aplica
T6 Plata coloidal (Control negativo) 0.0021%



Resultados y discusién

En la evaluacion in vitro, los tratamientos Citro-80®
y Citrocover®, mostraron una menor produccion de
aflatoxinas en las cajas de medio de cultivo (0.1y 0.1
ppb, respectivamente), sin embargo, fueron estadisti-
camente similares a la plata coloidal (0.2 ppb). En el
resto de los tratamientos si se observaron diferencias
estadisticas significativas (Figura 1).

Respecto a la evaluacién en jitomates deshidrata-
dos, los tratados con Citro-80® mostraron la menor
cantidad de aflatoxinas producidas (1.3 ppb), este
resultado fue estadisticamente similar a los jitomates
tratados plata coloidal (1.7 ppb) y al resto de los trata-
mientos (Figura 2).

En nuestros estudios in vitro e in situ, los extractos
de citricos (Citrocover® y Citro-80®) mostr6 menor
produccion de aflatoxinas; estos datos concuerdan
con lo reportado por Segura et al. (2021), donde men-
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cionaron una produccion de 1.7 ppb de aflatoxinas en
frutos de jitomate saladette tratado con Citrocover®
al 1%. Del mismo modo, Restuccia et al. (2019), eva-
luaron la capacidad de A. flavus para producir aflatoxi-
nas frente a la accion de diferentes extractos citricos;
en tal estudio el extracto de limon mostr6 la mayor
eficiencia de inhibicion de aflatoxina B1 en 97.88%
La accion de los extractos de citricos es debido los ter-
penos y flavonoides presentes en su composicion, los
cuales tienen funcion antifungica ya que debilitan la
membrana celular y reducen las especies reactivas de
oxigeno producidas el hongo [7,8].

Conclusién
Los extractos de semillas de citricos Citro-80® y Ci-
trocover® controlaron eficazmente la produccion de
aflatoxinas, tanto in vitro como en jitomates saladette
deshidratado.
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ac. esencial limén 0.1%

MW Plata coloidal 0.0021%

W Agua

Efecto de los productos naturales sobre la produccién de aflatoxinas de A. flavus desarrolladas in vitro
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B Citro-80 1%

Hl Citrocover 1%

Cubierta de quitosano/
ac. esencial naranja 0.1%

m Cubierta de quitosano/
ac. esencial limén 0.1%

H Plata coloidal 0.0021%

W Agua

Efecto de los productos naturales sobre la produccién de aflatoxinas de A. flavus desarrolladas
en jitomate saladette deshidratado
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