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RESUMEN

El hongo Aspergillus flavus infecta granos de maiz, en precosecha y postcosecha,
y produce aflatoxinas. Durante la vigilancia de la cadena alimentaria del maiz es de
vital importancia detectar los factores que favorecen el desarrollo de este hongo y
evitar su desarrollo asi como su produccion de toxinas. El consumo de maiz
contaminado con aflatoxinas es un riesgo para la poblacion ocasionando desde
sintomas leves hasta padecimientos crénicos como el cancer. Actualmente se
utilizan fungicidas quimicos para el control de A. flavus, sin embargo, la
permanencia de estos productos en los alimentos causa dafios a la salud. El
quitosano, propoleo y resina de pino, son productos naturales, seguros,
biodegradables y al aplicarlos en solucion o como nanoparticulas pueden retardar
el crecimiento de A. flavus; sin embargo, su uso en granos de maiz es limitado. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de sobre el desarrollo de A. flavus
y su produccion de aflatoxinas en granos de maiz y tortilla. Las variables evaluadas
fueron: el crecimiento micelial, germinacion de esporas e incidencia de A. flavus en
estudios in vitro, mientras que, en los estudios en granos de maiz, se evalué la
incidencia del hongo, asi como germinacion de los granos de maiz y crecimiento de
la plantula y la radicula. En los ensayos in vitro: el tratamiento con resina de pino y
propdleo mostro el menor crecimiento micelial (33 mm) y la mayor inhibicion (76%)
con respecto al grupo testigo. Los tratamientos con resina de pino no permitieron el
desarrollo de esporas por 7 dias. Con relacion a los granos de maiz, la mezcla de

nanoparticulas de resina de pino y propodleo redujo la incidencia del hongo en un

11
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50% durante 7 dias. La resina de pino y el propdleo son alternativas para el control

de A. flavus.

ABSTRACT

The fungus Aspergillus flavus infects corn kernels, pre-harvest, and post-harvest,
and produces aflatoxins. During the monitoring of the maize food chain, it is of vital
importance to detect the factors that favor the development of this fungus and
prevent its development as well as its production of toxins. The consumption of corn
contaminated with aflatoxins is a risk for the population causing from mild symptoms
to chronic conditions such as cancer. Currently chemical fungicides are used for the
control of A. flavus, however, the permanence of these products in food causes
damage to health. Chitosan, propolis and pine resin, are natural, safe, biodegradable
products and when applied in solution or as nanoparticles can slow the growth of A.
flavus; however, its use in grains of energy is limited. The objective of this research
was to evaluate the effect on the development of A. flavus and its production of
aflatoxins in corn and tortilla kernels. The variables evaluated were mycelial growth,
spore germination and incidence of A. flavus in in vitro studies, while, in the studies
in corn kernels, the incidence of the fungus was evaluated, as well as germination
of corn kernels and seedling and radicle growth. In the invitro tests: the treatment
with pine resin and propolis showed the lowest mycelial growth (33 mm) and the
highest inhibition (76%) with respect to the control group. Treatments with pine resin
did not allow the development of spores for 7 days. Regarding corn kernels, the
mixture of pine resin and propolis nanoparticles reduced the incidence of the fungus

by 50% for 7 days. Pine resin and propolis are alternatives for the control of A. flavus.

12
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1. INTRODUCCION
Aspergillus flavus es un hongo fitopatdégeno, que provoca pérdidas econdmicas en
diversos cultivos hortofruticolas como el cacahuate, el higo, el trigo y el maiz,
presentandose en cualquier momento en la cadena de produccion. En el cultivo de
maiz este hongo crece y se desarrolla de manera Optima, produciendo toxinas
(aflatoxinas), las cuales pueden ocasionar riesgos a la salud de las personas que
las consumen. Algunos de los riesgos por el consumo de alimentos contaminados
por aflatoxinas son, la presencia de aflatoxicosis (intoxicacién aguda del higado y
necrosis) y cancer de higado, cuando se consume la toxina por largos periodos de
tiempo. En México se han presentado mas de 200 casos de intoxicacién por
aflatoxinas en un periodo de 5 afios, lo cual se ha atribuido al consumo de tortillas

elaboradas con maiz contaminado (1).

Debido a esta problemética se ha intentado controlar el desarrollo de A. flavus en el
maiz con productos quimicos, tales como, tiodiazoles, imidazoles, tiabendazol,
propiconazol entre otros, sin embargo, el uso de estos tratamientos quimicos ha
ocasionado la generacibn de cepas de hongos resistentes a fungicidas,
restricciones en las importaciones y exportaciones de maiz. Ademas, el uso de
estos tratamientos quimicos no ha sido efectivo para disminuir la produccion de
aflatoxinas producidas por A. flavus, por el contrario, su aplicacion ocasiona en el
hongo condiciones de estrés, las cuales aumentan la produccion de aflatoxinas (2).

Por tal motivo, para evitar el uso de fungicidas quimicos convencionales, se ha

13
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propuesto el uso de productos naturales para controlar el desarrollo de A. flavus en

los granos de maiz.

Los productos naturales como el propdleo, quitosano y resina de pino, han
demostrado capacidad efectiva para controlar o inhibir el desarrollo de hongos
fitopatdgenos incluyendo a A. flavus. Sin embargo, para aumentar su capacidad
antimicrobiana se puede hacer uso de la nanotecnologia y encapsular dichos
compuestos, ya que esta comprobado que las nanoparticulas tienen una mayor
superficie de contacto, una mayor dispersion y mejor conservacion del producto

activo (3,4).

Por tal motivo, es necesario evaluar la eficacia de productos naturales
nanoestructurados, tales como, el propdleo, el quitosano y la resina de pino, para
controlar el desarrollo de A. flavus y la produccién de aflatoxinas en granos de maiz,

asi como en tortillas de maiz elaboradas con estos granos contaminados.

14
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2. ANTECEDENTES

2.1Cadena alimentaria de los productos agricolas

La cadena alimentaria de los productos agricolas es el proceso por el cual los
alimentos llegan desde la produccién hasta el consumidor; el primer paso consiste
en la produccion primaria de los alimentos en el campo (donde se realizan todas las
practicas agrondémicas necesarias para su crecimiento y desarrollo), posteriormente
se cosechan los productos, se almacenan y se comercializan. En algunos casos los
productos pasan por procesos de transformacién antes de llegar hasta el

consumidor final (5,6).

Durante este proceso los productos pueden verse afectados por diversos factores
ocasionando pérdidas de producto y por ende pérdidas econdmicas. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
informo que se pierden 1300 millones de toneladas de alimentos al afio en la cadena
alimentaria, lo que representa una tercera parte de la produccién mundial, afectando
especialmente la seguridad alimentaria (7), por lo tanto, la disposicion de alimentos
para la poblacién podria verse afectada. Es bien sabido que la produccion suficiente
de los alimentos es de suma importancia para alimentar a la poblacién, sin embargo,
la calidad e inocuidad de estos, es vital para garantizar una adecuada nutricion. En
la cadena alimentaria se vigila especialmente los brotes de contaminacion por
microorganismos en los alimentos, debido a las grandes repercusiones que tienen
sobre la salud de los individuos (8). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en

el afio 2015 estim6 que cada afio en el mundo se enferman alrededor de 600

15
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millones de personas por contaminacion de los alimentos, de los cuales 420,000
casos terminan en muerte. En la actualidad se han reportado factores que afectan
la calidad de los alimentos durante el proceso de la cadena alimentaria, los cuales

pueden representar un riesgo a la salud del consumidor (9).

2.2Factores que afectan la calidad en los alimentos durante el proceso de la

cadena alimentaria

Existen diferentes factores que pueden afectar la calidad de los alimentos durante
el proceso de la cadena alimentaria, tales como, a) fisicos, b) quimicos y c)

microbiolégicos.

a) Fisicos. Los dafios fisicos en los productos agricolas pueden ser
ocasionados durante su manejo en el campo de cultivo, o bien, por plagas de
insectos. Las heridas en los frutos pueden favorecer la incidencia de
microorganismos patégenos durante su desarrollo en campo o durante su
almacenamiento, el tamafio de la herida puede ser un factor importante en la
contaminacion de patégenos. También se puede generar una contaminacion
fisica de los alimentos, como objetos extrafios dentro de los productos, como
pedazos de metal, madera o vidrios, que al ser ingeridos puedan causar
dafios a los érganos internos y la muerte. El dafio fisico acelera el proceso

de senescencia de los frutos, disminuyendo su vida de anaquel (10).

16

FACULTA
¢eNUTRICION



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

b)

Quimicos. Los productos quimicos utilizados en los cultivos para controlar
plagas permanecen en los alimentos por largos periodos de tiempo adn
después de ser cosechados. Cuando estos residuos sobrepasan los limites
permitidos pueden ocasionar intoxicaciones agudas o cronicas en los
consumidores y poner en riesgo su salud, como el sindrome de Chorea por
fungicidas que causa espasmos musculares involuntarios fallas metabdlicas
y vasculares, ademas, también se puede generar dafio hepatico. Por lo tanto,
los productos contaminados con agentes quimicos no son considerados
inocuos y no tienen una buena calidad para su consumo (11).

Microbiolégicos. Los principales contaminantes microbiolégicos de los
productos agricolas son las bacterias y los hongos. La presencia de bacterias
patdgenas puede ocasionar enfermedades gastrointestinales. Los hongos,
crecen sobre la superficie del alimento causando ablandamientos,
pudriciones y coloraciones diferentes en los productos; afectando su calidad,
haciéndolos desagradables para su consumo y alterando su contenido
nutrimental. Existen hongos fitopatbgenos que no causan dafos tan graves
en el producto, pero pueden producir compuestos téxicos, los cuales

representan un riesgo para el consumidor (12,13).

Se estima que el 25% de los alimentos producidos en el mundo se desechan

debido a la contaminacién por hongos, y se ha informado que esta cantidad de

alimentos contaminados va en aumento (14). La contaminacion por hongos tales

como, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum y Aspergillus, dafia la calidad de los

17
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alimentos. En el caso de los hongos del género Aspergillus, como A. fumigatus,
A. parasiticus y A. flavus, no solo causa dafios fisicos, sino que ademas produce

sustancias toxicas para el consumo humano, denominadas micotoxinas (7,15).

2.3 Las micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
para diversas funciones tales como, la maduracién del hongo, respuesta al estrés y
esporulacion (Figura 1). En los ultimos afios las micotoxinas han sido de gran interés
para la investigacion debido a su presencia frecuente en alimentos procesados a

base de cereales (principalmente maiz).

Las micotoxinas mas comunes son las ocratoxinas, fumonisinas y aflatoxinas,
siendo estas Ultimas las que representan un mayor riesgo a la salud humana. Las
aflatoxinas son generalmente producidas por hongos del género Aspergillus, los

cuales crecen y se desarrollan en cultivos agricolas (16—18).

Figura 1. Fases del desarrollo de A. flavus y sus aflatoxinas: A. Crecimiento de A.
flavus. B. Crecimiento de conidiéforos. C. Esporulacion. D. Produccion de

aflatoxinas

18
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2.4Aspergillus flavus, aflatoxinas y sus patologias.

Aspergillus flavus es un hongo filamentoso, fitopatdgeno, saproéfito no obligado,
cosmopolita, que pertenece al filo Ascomycota y crece cerca del suelo en material
en descomposicién. Se ha reportado su presencia en frutos secos, productos
hortofruticolas frescos y en cereales. El maiz es uno de los cereales contaminados
con A. flavus, de mayor importancia en México por el alto consumo de sus productos
y subproductos. Aspergillus flavus presenta conidios, los cuales ingresan a través
del pedicelo o bien a partir de una herida en el grano, y posteriormente germinan
dentro del germen, donde empiezan a crecer las hifas, que son el cuerpo principal
del hongo; después de 3 a 7 dias de crecimiento genera conidiéforos que liberan
conidios para que contaminen otros cultivos. Aspergillus flavus puede desarrollarse
en un pH de 2.1 a 11.2, con humedad relativa entre 60 y 90% y poca luz. El rango
de temperatura Optima para su desarrollo oscila entre 10 y 55 °C con un maximo
desarrollo a los 33.5 °C. Las aflatoxinas se desarrollan una vez que el hongo
empieza a desarrollar conidiéforos, aunque también se presentan cuando el hongo
se siente estresado, ya sea por un competidor, por la falta de nutrientes y agua o

por la presencia de fungicidas quimicos (19,20).

En su forma cristalina y pura, es de color blanco, inodora e insipida, manteniendo
Su estructura quimica estable hasta los 237 °C. Las principales aflatoxinas son las
B1, B2, G1, G2, ademas, las M1, y M2 que se presentan Unicamente en la leche de

animales que consumieron granos contaminados con aflatoxinas B1 y B2. La
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aflatoxina B1 es el hepatocarcindbgeno mas potente encontrado en la naturaleza,
ademas es mutagénico y teratogénico, causando malformaciones congénitas

(21,22).

Las aflatoxinas producidas por A. flavus al ser consumidas, son absorbidas junto
con los lipidos en el intestino, posteriormente son llevadas al higado y dentro de las
células se unen al ADN provocando un incorrecto plegamiento de la molécula, lo
cual puede provocar cancer en el higado, y en altas concentraciones “aflatoxicosis”,
gue es una falla total del funcionamiento del higado debido a una necrosis. Los
casos de intoxicacion por aflatoxinas se han presentado en varios paises alrededor
del mundo. En 1974, se informd de un brote de hepatitis debido al consumo de
aflatoxinas en los estados de Gujrat y Rajasthan en la India, lo que caus6 la muerte
de 106 personas. En Africa, especialmente en Nigeria y Kenia, es donde se han
presentado varios casos de aflatoxicosis masiva debido al poco control que se tiene
sobre la contaminacion del maiz por A. flavus, y los principales sintomas son,
malestar general, edema y letargo. En abril del 2004, se produjo una de las mayores
contaminaciones por aflatoxinas en las zonas rurales de Kenia, lo que caus6 317

casos de aflatoxicosis y 125 muertes (23,24).

El maiz es uno de los cereales mas susceptible a contaminarse con aflatoxinas.
Esta contaminacion puede ocurrir durante la siembra, el manejo del cultivo, durante
su cosecha y durante su almacenamiento. Durante el almacenamiento del grano de
maiz se presentan las condiciones ¢ptimas para que se desarrolle A. flavus y se

produzcan altas cantidades de aflatoxinas. Incluso el hongo y sus aflatoxinas
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pueden aparecer después de un proceso de nixtamalizacion para la obtencion de

tortilla (Figura 2).
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Figura 2. Infeccion de A. flavus en tortilla de maiz y en mazorcas de maiz.

2.5 Productos derivados del maiz y su contaminacion por Aspergillus flavus

El maiz es un producto de alto consumo en México, debido a su alto contenido
nutricional y versatilidad para utilizarse en una gran variedad de alimentos. El
subproducto derivado del maiz con mayor consumo en el pais es la tortilla; se estima
que cada individuo consume alrededor de 325 g/dia. Por lo tanto, el consumo diario
de tortillas contaminadas con aflatoxinas podria ocasionar intoxicaciones crénicas y

perjudicar gravemente la salud de quien las consume (25,26).

En el norte de Tamaulipas, México se han reportado pérdidas por contaminacién de
A. flavus en el cultivo de maiz que ascienden hasta del 50% de su produccion,
debido a que el producto se encontraba contaminado por A. flavus (27). El maiz

ademas de ser utilizado para consumo humano, también se utiliza para consumo
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animal. Martinez et al. (2013) (28) reportd que, en el afio 2010, el 92% de la leche
evaluada en Jalisco contenia entre 4.82 y 24.89 ug/kg de aflatoxinas. En el afio
2019 se analizaron 55 leches infantiles distribuidas en el area metropolitana de
Monterrey, México, de las cuales el 20% presentaba de 40 a 450 ng/L de aflatoxinas,
cuando el limite en Europa es de 25 ng/L (29). Ademas, en México se reportaron
240 casos de intoxicacion por aflatoxinas, en un periodo de 5 afos, el 53% de estos
casos eran hombres de edad media y el 35% fallecieron dentro de las primeras 6

semanas después del diagndstico (30).

Las tortillas de maiz elaboradas con granos infectados con A. flavus, se ven
contaminadas con la presencia de aflatoxinas, a pesar de las altas temperaturas de
coccion involucradas en su proceso de fabricacién ya sea en la pasteurizacion o
nixtamalizacion. Se ha reportado que las aflatoxinas no se pueden destruir por
procesos de coccidn normales, ya que pueden resistir temperaturas de hasta 237
°C. Sin embargo, el proceso de nixtamalizacion puede reducir los niveles de
aflatoxinas. En la nixtamalizacion el 95% de las aflatoxinas se inactivan. Sin
embargo, en una alta contaminacion de aflatoxinas (520 upg/kg), el porcentaje de
inactivacion se redujo a 93%, por lo tanto, el 7% permanece en la tortilla, lo que
representa un peligro para la salud, porque se estaria ingiriendo 0.95 pg de
aflatoxinas por cada tortilla. De acuerdo con estos resultados, el proceso de
nixtamalizacion tradicional no parece ser seguro para detoxificar totalmente la
tortilla, ya que un alto contenido de aflatoxinas puede ser revertido a la forma original

por medio de un pH &cido. La acidificacién de los extractos de aflatoxinas, como
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ocurre durante la digestion, daria lugar a una reconstitucion de la molécula de
aflatoxina (los anillos de lactona de la aflatoxina se abren durante el tratamiento
alcalino, en la nixtamalizacion, pero se cierran cuando la tortilla se acidifica en el

estbmago (25,26,31).

En México se cuenta con la norma NOM-147-SSA1-1996 (Diario Oficial de la
Federacion, 1996) para la regulacion del contenido de aflatoxinas totales en
cereales de origen nacional, o importado para el consumo humano (27,32). Sin
embargo, el control de las aflatoxinas en maiz es dificil en paises en desarrollo como
México, debido a la falta de apego a las normas establecidas para el control de

toxinas en cereales (33,34).

2.6 Cadena de produccién de maiz y tortillas.

La produccion del maiz se inicia con la siembra de los granos en la tierra de cultivo,
es en este punto donde se puede llevar a cabo la primera contaminacion por A.
flavus, debido a que se encuentra naturalmente en el suelo. Posteriormente la planta
sigue su crecimiento hasta empezar a formar las mazorcas, y durante este tiempo
pueden ser dafladas fisicamente por insectos, el clima, animales o por un mal
manejo, y a través de la herida formada puede ingresar A. flavus. Finalmente, a la
hora de la cosecha los granos de maiz se separan normalmente de la mazorcay se
deja expuesto el pedicelo que es el sitio de entrada de A. flavus para infectar los

granos de maiz. Una vez almacenados en los silos estos granos de maiz
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contaminados por A. flavus, pueden infectar el resto de los granos sanos, debido a
los largos periodos de tiempo que pueden estar almacenados antes de su consumo

o utilizacion (25).

Para la produccion de tortillas se utiliza el proceso de nixtamalizacion desde épocas
prehispanicas, que consiste en la coccion alcalina con 1% de cal con relacién al
peso del grano de maiz, durante 35 minutos a 95 °C, después se dejan reposar de
8 a 12 horas, terminando este tiempo se enjuagan los granos para quitar el exceso
de nejayote (calcio alcalino) y se quita la capa externa de los granos de maiz,
generalmente con ayuda de una superficie aspera o frotdndolos entre ellos.
Posteriormente, se lleva a cabo una molienda humeda donde se pueden moler mas
de una vez para obtener la consistencia adecuada para formar la masa. El siguiente
paso consiste en formar discos con ayuda de una tortilladora manual o industrial y

cocerlas por ambos lados en una superficie caliente (26).

2.7 Tratamientos actuales para controlar Aspergillus flavus en maiz

Como control fisico, antes de su comercializacién se retiran aquellos cargamentos
en donde se detecten aflatoxinas y por lo tanto una contaminacion por A. flavus;
también se disminuye la concentracidén de aflatoxinas mediante una mala practica,
la cual consiste en mezclar granos contaminados con granos sin contaminar, si bien
pueden no pasar para consumo humano, puede ser utilizado para consumo animal

(10).
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Actualmente se utilizan fungicidas quimicos sintéticos en forma de aerosoles como
los tiodiazoles, imidazoles, tiabendazol, propiconazol etc., que se aplican
directamente en el cultivo durante su crecimiento. Estos fungicidas han sido
efectivos para controlar el desarrollo del hongo, sin embargo, su aplicacion puede
aumentar la produccion de aflatoxinas debido al estrés que le provocan al hongo.
Ademas, estos tratamientos quimicos tienen restricciones para su aplicacion en
cereales, cuyo destino son los mercados internacionales (Estados Unidos o paises
Europeos), por lo tanto, la utilizacién de métodos alternativos de control tiene gran

potencial (35).

Boedeker et al. (2020) revisaron las publicaciones de casos de intoxicacion por
fungicidas entre los afios 2006 y 2018, y estimaron una media de 740,000 casos de
intoxicacion anual con 7446 muertes, ademas, estimaron que el 44% de los
agricultores en el mundo se intoxican anualmente (36). Entre los afios 2006 y 2015
se reportaron 448 casos de intoxicacion en nifios por fungicidas en Zhejiang, China,
de los cuales 14 terminaron en muerte, y resaltaron que la intoxicacién por
fungicidas tenia la tasa de letalidad mas alta entre los plaguicidas (11). En el afio
2017 una mujer de 35 afios en la India desarrollo Chorea por el fungicida
propiconazol; esta es una manifestacion por intoxicacion, que se caracteriza por una
gran variedad de trastornos degenerativos, vasculares y metabdlicos, ademas, en
el reporte también se comenta que en la India es habitual la intoxicacion por
fungicidas en el ambito agricola, aunque la mayoria de las veces no se reporta los

casos de intoxicacién sino solo el fallecimiento (37).
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2.8 Propuesta de tratamientos alternativos con productos naturales.

En la naturaleza encontramos compuestos naturales utilizados por diferentes
organismos para evitar la contaminacion y el crecimiento de hongos, dichos
compuestos han sido desarrollados y probados por estos organismos a través de
muchos siglos de evolucion, de tal manera que ademas de ser efectivos, no causan
dafos al medio ambiente. Ademas, al ser producidos por organismos vivos, estos
productos son facilmente renovables y hasta cultivables. La efectividad de estos
productos naturales ha sido muy estudiada en los Ultimos afios y con ayuda de
procesos como la concentracidbn sus propiedades antimicrobianas pueden ser

mejoradas significativamente (38—40).

Entre los productos que representan una alternativa para el control de aflatoxinas
en diversos productos hortofruticolas esté el propdleo, quitosano y la resina de pino,

por mencionar algunos.

2.8.1 Propdleo

El propdleo es un compuesto resinoso creado por las abejas a partir de brotes de
plantas, savia de arboles, polen, enzimas de abejas y cera, es rico en compuestos
activos como flavonoides, acidos fenolicos y derivados terpénicos (41,42). Se
presenta como un solido maleable a temperatura ambiente y es utilizado por las

abejas para sellar e impermeabilizar la colmena (43). El propoleo se ha utilizado
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durante siglos en la medicina popular demostrando su inocuidad. Ademas, ha
demostrado tener propiedades antifingicas contra hongos patdégenos como
Colletotrichum spp. y Candida spp.; su actividad antifingica depende de su
contenido de flavonoides los cuales pueden afectar el metabolismo de los hongos,
al evitar la formacion de esporas y de hifas (44). Ghaly y colaboradores utilizaron
extracto etandlico de propéleo a 3y 4 g L disminuyendo la masa micelial de un 11
a un 80% y la produccién de aflatoxinas de un 34 a un 100% contra A. flavus (45).
Recientemente, se ha utilizado para cubiertas en alimentos, para protegerlos de
hongos como A. flavus (20). Cortes-Higareda et al. (2019), utilizé una solucién de
nanoparticulas con propoleo al 40% con inhibicién total de A. flavus por 10 dias, in
vitro en medio Czapek (46). Aparicio-Garcia et al. (2021) utilizé un recubrimiento de
nanoparticulas de quitosano y propéleo, inhibié el crecimiento de A. flavus en higos

en un 30% para el dia 12 de almacenamiento (47).

2.8.2 Quitosano

El quitosano es un polimero biocompatible, renovable y biodegradable, que se
obtiene del exoesqueleto de crustaceos como los camarones, y reduce el
crecimiento de hongos evitando la descomposiciéon de frutas y verduras (48). Se
han propuesto varios mecanismos que explican la actividad antimicrobiana del
quitosano, asi como los factores que afectan sus propiedades; entre ellos, el pH, la
concentracion y su fuente de procedencia. Se reporta que la actividad fungicida del

quitosano se atribuye principalmente a su capacidad para inhibir la sintesis de
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proteinas como la B-galactosidasa y posiblemente un efecto menor sobre la
membrana (49). Viegas et al. (2013), utilizaron quitosano 0.25 g/L contra A. flavus
in vitro, inhibiendo completamente su crecimiento (50). Aloui et al. (2014), utilizaron
quitosano al 2%, logrando inhibir el crecimiento micelial de A. flavus in vitro en un
50% en el dia 12 de incubacion. Posteriormente, Hernandez-Tellez et al. (2017),
utilizaron una solucion de quitosano al 0.05% vy lisozima al 0.05%, y formaron
nanoparticulas, que mostraron una disminucién del 80% de germinacion de esporas

para A. flavus (51).

2.8.3 Resinade pino

La resina natural es una secrecion de las plantas particularmente de las coniferas
en sitios de la corteza donde se generaron heridas, que sirve como defensa ante
infecciones por microorganismos, con capacidad selectiva para afectar las
membranas, provocando lisis, sin afectar las membranas de las células de los
mamiferos. Savluchinske-Feio et al. (2006), determinaron a través de la microscopia
electronica que la actividad antimicrobiana de la resina afecta los esteroles de las
membranas de los microorganismos (52). Adicionalmente Wang et al. (2012),
indicaron que la hidrofobicidad y la estructura de los compuestos quimicos de la
resina son responsables de su actividad antimicrobiana (53). Ademas, se han
reportado varios compuestos antimicrobianos presentes en los acidos de resinas
naturales. Algunos componentes de la resina de pino son principalmente a-pineno

de 21.39% a 25.40%, B-pineno de 9.68% a 9.69% y cariofileno de 4.81% a 9.12%.
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Todos estos compuestos son monoterpenos, los cuales son ampliamente
reconocidos por su capacidad antimicrobiana (54,55). Ulukanli et al. (2014),
reportaron que la resina de pino a concentraciones de 1.25 a 20 mg mL* tuvieron
la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano, y un efecto microbicida a
concentraciones de 2.5 a 40 mg mL* (54). Actualmente existen pocos estudios con
resina de pino en alimentos, sin embargo, el Sistema Globalmente Armonizado de
Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos determiné que su ingesta es
segura y El Instituto Nacional de Seguridad Ocupacional y Salud de los Estados
Unidos (NIOSH, por sus siglas en inglés) reporté una dosis toxica minima= 175g/kg.

Revisado el afio 2018.

2.8.4 Nanoparticulas

La nanotecnologia es toda tecnologia estructurada a nivel nanométrico, que se
considera en el rango de 0 a 100 nanémetros, actualmente se utiliza en muchos
campos de la medicina, especialmente para transportar o recubrir sustancias
importantes a modo de proteccién hasta que lleguen al sitio especifico de accién o
para evitar su deterioro, este Ultimo punto es el de mayor utilidad a la hora de usar
compuestos naturales, pues aumenta su vida Gtil. El tamafio de las nanoparticulas

se ha relacionado con una mayor efectividad antimicrobiana (56).
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Las nanoparticulas de quitosano tienen propiedades fisicas y quimicas mejoradas
con respecto al quitosano en solucion, como una mayor superficie, porosidad,

resistencia a la tracciéon, conductividad, y propiedades mecéanicas mejoradas (57).

La aplicacion de nanoparticulas sobre un producto de origen vegetal permite tener
mayor cobertura de aplicacion, mayor area superficial, porosidad y resistencia
mecanica. Se han demostrado efectos significativos en el control del crecimiento de
hongos del género Aspergillus con productos naturales nanoestructurados, como lo
son el propoleo al 1.2% con quitosano. Las nanoparticulas aplicadas en ensayos in
vitro de estos compuestos han demostrado controlar el desarrollo de A. flavus y su
produccion de aflatoxinas, logrando una inhibicion del 40% del crecimiento después

de 10 dias de almacenamiento (46).
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3. JUSTIFICACION

La presencia de A. flavus en maiz y tortillas de maiz, es un problema de inocuidad
alimentaria, debido a que este hongo produce aflatoxinas, las cuales son nocivas
para la salud humana. El consumo frecuente de aflatoxinas puede provocar
enfermedades tales como aflatoxicosis y cancer de higado. Actualmente los
métodos de control convencionales para reducir o inhibir el desarrollo de A. flavus
son los fungicidas quimicos sintéticos, sin embargo, estos presentan
inconvenientes; como la generacion de cepas resistentes a fungicidas, las
restricciones en su uso para las exportaciones de maiz, el aumento de las
aflatoxinas debido al estrés que producen en el hongo y causan dafios a la salud
humana. Debido a esta problematica, la busqueda de alternativas naturales esta en
aumento. Existe evidencia que varios productos naturales han sido efectivos en el
control de hongos fitopatdgenos, ademas si se utiliza la herramienta de la
nanotecnologia se puede potencializar el efecto fungicida de los productos

naturales.

El uso de sustancias naturales nanoestructuradas de quitosano, propéleo y resina
de pino, pueden ser una alternativa de control en el desarrollo de A. flavus y su
produccion de aflatoxinas, debido a que estos productos son renovables,
biocompatibles, biodegradables e inocuos para su consumo en humanos y ademas
han mostrado ser efectivos en el control de hongos fitopatdégenos incluyendo a A.
flavus. Por tal motivo pueden ser utilizados en granos de maiz para inhibir o reducir

el crecimiento de A. flavus y su produccion de aflatoxinas.
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La aplicacion de la resina de pino para evitar el desarrollo de A. flavus aun no se ha
estudiado, y su aplicacién en forma de nanoparticulas junto con el quitosano y el
propéleo podrian lograra una mayor inhibicion del desarrollo de A. flavus y de sus

aflatoxinas en el maiz.

4. HIPOTESIS

El desarrollo de A. flavus y la produccion de aflatoxinas presentes en granos de
maiz y tortillas, seran controlados con la aplicacion de productos naturales

nanoestructurados tales como el propdleo, el quitosano y la resina de pino.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de soluciones y/o nanoparticulas de productos naturales sobre el

desarrollo de A. flavus y su produccioén de aflatoxinas en granos de maiz vy tortilla.

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad fungicida in vitro del propéleo, quitosano y resina de pino
en solucién y/o nanoparticulas en el desarrollo de A. flavus y produccién de

aflatoxinas.
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2. Evaluar soluciones de propoleo, quitosano y resina de pino en solucion y/o
nanoparticulas en la incidencia de A. flavus en granos de maiz, germinacion

de la semilla de maiz, crecimiento de la plantula y crecimiento de la radicula.

3. Evaluar soluciones de propodleo, quitosano y resina de pino en solucion y/o
nanoparticulas en desarrollo de A. flavus, produccion de aflatoxinas y su
efecto sobre aspectos de calidad de la tortilla de maiz (humedad, pérdida de

peso, rolabilidad, color).
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6. MATERIALES Y METODOS DE LA INVESTIGACION

6.1 Ensayos in vitro

6.1.1 Activacion y mantenimiento de la cepa de Aspergillus flavus

La cepa de A. flavus fue proporcionada por el Laboratorio de Tecnologias
Postcosecha de Productos Agricolas del Centro de Desarrollo de Productos Biéticos
del Instituto Politécnico Nacional. Esta se sembrdé en mazorcas de maiz para su
reactivacion. Previamente las mazorcas de maiz fueron lavadas con una solucion
de hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto. La inoculacion consistié en colocar
el micelio de A. flavus sobre los granos de la parte inferior de la mazorca utilizando
una aguja de diseccion estéril. Posteriormente las mazorcas se guardaron en una
camara humeda y se almacenaron durante una semana a 25+3 °C (58). Después
de este tiempo, se recuperod el micelio con una aguja de diseccion y se incubd en
medio nutritivo (BD Bioxon/México) adicionado con 1% de Ampicilina (Polymox,

México).

6.1.2 Obtencién de un cultivo monosporico de Aspergillus flavus

Se prepard una solucion de esporas 1x10° a partir del crecimiento de A. flavus en
medio Czapeck-dox (BD Bioxon/México), para contabilizar la concentracion de
esporas se emple6 una camara de Neubauer. Posteriormente se llevo a cabo una
dilucién de la soluciéon de esporas de 1x10* a 1x101°. Se sembraron 250 pL de

cada una de las diluciones en medio Czapek y se incubaron por 24 horas a 28 °C+3
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°C. Se recuperaron las esporas del medio, usando una aguja de diseccion y se

resembraron en medio Czapek (59).

6.1.3 Formulacién y aplicaciéon de tratamientos
6.1.3.1 Preparacion de soluciones de quitosano, propdleo y resina de

pino

Para preparar la solucién de quitosano al 1% (peso molecular medio) se disolvio
este compuesto en acido acético glacial al 1%. El pH de la mezcla se ajust6 a 5.6
con NaOH 1N usando un potenciometro. Por otra parte, el propoleo se adquirid
comercialmente de la empresa Rosa Elena Duefios S.A. de C. V, México. Entonces
se mezclaron 600uL de propdleo con 99.1 mL de solucion de quitosano al 1% y
300uL de glicerol. Por ultimo, la resina de pino se adquirié comercialmente de MS
Agros, México y 600uL de esta se mezclaron con 99.1mL de quitosano al 1% y

300pL de glicerol (60).

6.1.3.2 Preparacion de nanoparticulas de quitosano, propdleo y resina

de pino

Para obtener las nanoparticulas de quitosano primero se preparé una mezcla
formada por 40 mL de etanol (Ethics, México) y 10 uL de tween 20, los cuales se
mantuvieron en agitacion durante 1 hora, previo a su uso. Posteriormente se

adiciond por goteo con una bomba peristaltica (Biorad, México) 2.5 mL de quitosano
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peso molecular medio al 0.05% (preparado con 1% de acido acético, Sigma Aldrich,
USA). La mezcla resultante se mantuvo en agitacion por 10 minutos y
posteriormente se coloco en un rotavapor R-300 (Buchi, América) a 115 mbar y 40

rpm, hasta obtener un volumen final de 2 mL (61) .

Para obtener las nanoparticulas de propoéleo se mezclaron 40 mL de etanol con 120
uL de extracto de propoleo al 30%. La mezcla se mantuvo en agitacion por 5 minutos
y después se afadieron 24 pL de tween 20 y se agitdé por 1 hora la solucion.
Finalmente, con una bomba peristaltica (Biorad, México), 2.5 mL de una solucién de
quitosano al 0.05%, se incorpord por goteo y se mantuvo en agitaciéon por 10
minutos. La solucion se coloco en un rotavapor R-300 (Buchi, América) a 115 mbar

y 40 rpm, hasta obtener un volumen final de 2 mL (61).

En el caso de las nanoparticulas de resina de pino se utilizd6 la metodologia
propuesta por Cortés-Higareda(62). Para su obtencion, se mezclaron 40 mL de
etanol, 120 pL de resina de pino al 30% y 120uL de tween 20 durante 1 hora.
Posteriormente con una bomba peristaltica (Masterflex, México) se adiciond por
goteo 2.5 mL de una solucion de quitosano de peso molecular medio al 0.05%,
manteniendo la mezcla en agitacion constante por 10 min después de finalizar la
incorporacion del compuesto. La mezcla resultante se coloc6 en un rotavapor R-300

(Buchi, América) a 115 mbar y 40 rpm, hasta obtener un volumen final de 2 mL.
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6.1.4 Formulacion y aplicacion de los tratamientos por la técnica de

envenenamiento del medio in vitro

En un medio solidificado de Czapek en cajas Petri de 5 cm, se colocaron 0.25 mL

de cada uno de los 10 tratamientos evaluados, como se muestra en el Tabla 1.

Estos se dispersaron y se dejaron secar a 28+2 °C. Posteriormente, 10 yL de una

solucién de esporas de A. flavus a una concentraciéon de 1x10° se coloc6 en el

centro de la caja Petri, se dejé secar y se incubaron a 28 °C. Se llevaron a cabo 6

repeticiones por cada tratamiento.

Tabla 1. Formulaciones de los tratamientos utilizados en los ensayos in vitro

Tratamientos Quitosano Glicerol Extracto N.P.P. N.P.Q. N.P.R. Resina

de de

propdleo pino
Q+P 99.1 0.3 0.6 -- -- - -
Q+P+NPsP 59.1 0.3 0.6 40 -- -- -
Q+NPsP 59.7 0.3 -- 40 -- -- -
Q+P+NPsQ 59.1 0.3 0.6 -- 40 -- -
Q+NPsQ 59.7 0.3 -- - 40 - -
Q+NPsRP 59.7 0.3 -- -- -- 40 -
Q+RP 99.1 0.3 -- -- -- -- 0.6
Q 99.7 0.3 - - - _ -
Q+P+RP 99.7 0.3 1.2 -- -- -- 1.2
Q+NPsP+NPsRP 39.7 0.3 -- 30 -- 30 -
Testigo -- -- -- -- - - -

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo),

NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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6.1.5 Evaluacion del crecimiento micelial de Aspergillus flavus

El crecimiento micelial del hongo se midié como el diametro radial en cada caja Petri
usando un Vernier (Electronics, México). Las determinaciones se detuvieron hasta
gue el micelio del grupo testigo cubrié en su totalidad el medio Czapeck de la caja
Petri. Los resultados se expresaron como la tasa de crecimiento micelial, y el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial con respecto al grupo testigo (63).
La tasa de crecimiento micelial corresponde a la pendiente de la recta obtenida por
efecto del crecimiento micelial del hongo. Mientras, el porcentaje de inhibicion se

calculo con la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = del grupo control — CM de lamuestra o
_ £ 3
0 de innibicion CM del grupo control

CM= Crecimiento micelial
6.1.6 Evaluacion de la germinacion de esporas de A. flavus

Para evaluar la germinacion de esporas, se recolectaron las esporas de A. flavus
que crecieron en las cajas Petri del ensayo in vitro con los tratamientos, y se realizé
una solucién de esporas 1x10° y se colocaron en discos de agar de 1cm de
diametro, tres discos por tratamientos se introdujeron en una caja Petri y se detuvo
la germinacion de las esporas con lactofenol a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas.
Posteriormente se contabilizaron cien esporas en el microscopio, diferenciando las
que presentaban un tubo germinativo y reportandolas como un porcentaje del total

de esporas contadas.
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6.2 Ensayos en granos de maiz

6.2.1 Incidencia de infeccion por Aspergillus flavus

Para los ensayos en granos de maiz, se utilizaron los tratamientos que obtuvieron
los mejores resultados en los ensayos in vitro, teniendo un total de 3 tratamientos,
ademas de 2 grupos testigo, uno con herida y otro sin herida que sirve como control

negativo, como se muestra en el Tabla 2.

Para este ensayo, se formaron 2 grupos, uno con granos de maiz esterilizados con
etanol al 70%, y otro grupo sin esterilizar, debido a que se piensa que la humedad
del etanol favorecera el crecimiento de A. flavus en el grano. Posteriormente a la

esterilizacion, de ser el caso, se llevaron a cabo 3 punciones en los granos.

Después, los granos de maiz se sumergieron en los tratamientos durante 30
segundos, posteriormente se dejaron secar durante 15 minutos a temperatura
ambiente (28°C), a continuacién, se sumergieron en una suspension de esporas
(1x10%) durante 15 minutos y se dejaron secar durante otros 15 minutos a

temperatura ambiente (28°C).

Se colocaron 10 granos en cada caja Petri y se dejaron incubar durante 7 dias a 28
°C, al final de este tiempo se contaron los granos que presentaban crecimiento

micelial.
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Tabla 2. Formulaciones de los tratamientos utilizados en los ensayos en

granos de maiz.

Tratamientos Quitosano Glicerol Extractode N.P.P. N.P.Q. N.P.R. Resinade
propdleo pino
Q+NPsP+NPsRP 99.1 0.3 0.6 - 20 20 -
Q+P+RP 59.1 0.3 0.6 1.2 - - 1.2
Q+RP 59.7 0.3 - - - - 1.2

Testigo con herida - - - - - - -
Testigo sin herida - - - - - - -

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).

6.2.2 Germinacion de granos de maiz y crecimiento de la plantula y la

radicula

Los granos de maiz se sumergieron en los tratamientos durante 30 segundos y se
dejaron secar durante 15 minutos a temperatura ambiente (28°C). Posteriormente
se envolvieron 20 granos de maiz por unidad experimental en papel humedecido y
se colocaron en bolsas. A continuacion, se mantuvieron a temperatura ambiente

(28-30 °C) y con exposicion al sol durante 7 dias.

La germinacion se evalué mediante el conteo de los granos de maiz con presencia

de una plantula y una radicula, ademas, se midié su crecimiento en centimetros.
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6.3.1 Aplicaciéon de tratamientos en granos para su uso en la elaboracion

de tortillas

Para los ensayos en tortillas de maiz, inicamente se utilizaron los tratamientos que

obtuvieron los mejores resultados en los ensayos en granos de maiz in vitro,

ademas de 2 grupos testigos, uno inoculado con A. flavus y otro sin inocular, cuyas

formulaciones se pueden apreciar en el Tabla 3.

Tabla 3. Formulaciones de los tratamientos utilizados en los ensayos en

tortillas de maiz.

Tratamientos Temperaturade Quitosano Glicerol  Extracto NPsP NPsRP Resina
almacenamiento de de
propdleo pino
Q+NPsP+NPs 5°C, 28°C 59.7% 0.3% -- 20% 20% --
RP
Q+P+RP 5°C, 28°C 87.7% 0.3% 0.6% - -- 6%
Testigo con 5°C, 28°C -- -- -- -- -- --
A. flavus
Testigo sin A. 5°C, 28°C -- -- -- -- -- --
flavus

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).

41



FACULTA
¢eNUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

A los granos de maiz, se les realiz6 una puncion con una aguja estéril en el germen
y se sumergieron en los tratamientos durante 30 segundos y se dejaron secar
durante 30 minutos a temperatura ambiente (28°C), a continuacién, se sumergieron
en una suspension de esporas (1x108) durante 15 minutos y se dejaron secar

durante otros 60 minutos a temperatura ambiente (28°C).

6.3.2 Proceso de nixtamalizaciéon

Después de la aplicacion de los tratamientos y la inoculacion de A. flavus, los granos
de maiz pasaron al proceso de nixtamalizacion referido en los estudios de
Rodriguez-Martinez en el 2015 (64) y Arambula-Villa en el 2018 (65) , que comienza
con una coccion a 95°C durante 35 minutos con un 1% de CaOH2y 2.25 veces el
volumen en agua, con respecto al peso del grano. Posteriormente siguié una etapa
de reposo de 12 horas y un lavado con agua para quitar el resto del nejayote (caldo
alcalino de coccion). Finalmente se moli6 en un molino manual para granos

(TORREY, México).

6.3.3 Proceso de elaboracion de las tortillas

La masa obtenida del molino fue pesada para separarla en partes de 50 g y
prensadas en una tortilladora manual (TORREY, México) para obtener tortillas
aproximadamente de 3 mm de espesor y 150 mm de diametro. La coccion se llevo

a cabo en un comal de aluminio a 200°C durante 6 minutos. Una vez obtenidas las
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tortillas se almacenaron 210 g después de 15 minutos en bolsas de polietileno para
evitar la pérdida de humedad siguiendo la metodologia de Sandoval (66) para

aumentar la vida de anaquel de las tortillas.

6.3.4 Pruebas de calidad de las tortillas

Existen diferentes aspectos de calidad que se pueden evaluar en la tortilla como lo
son la rolabilidad, el porcentaje de humedad, la pérdida de peso durante el
almacenamiento, el color y la vida de anaquel. Todos estos aspectos son evaluados
debido a la preferencia de los comensales, pero sobre todo para evitar signos de

descomposicion o presencia de sustancias peligrosas (66,67).

6.3.4.1 Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad es un aspecto importante de la calidad de la tortilla en
relacion con su vida de anaquel, un porcentaje demasiado alto, por arriba del 30%
la haria propensa a infeccién por hongos y bacterias, mientras que un porcentaje
por debajo del 10% afectaria su rolabilidad, su aspecto y su sabor. Para obtener el
porcentaje de humedad de las tortillas, se tom6 un peso inicial de 6 tortillas 15
minutos después de su coccidn, y posteriormente se secaron en un horno de
conveccion a 60°C durante 40 minutos, entonces se determind su peso final y por

diferencia con respecto al inicial se calcul6 el porcentaje de humedad (64).
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6.3.4.2 Pérdidade peso

La pérdida de peso es una medida que se toma normalmente en los alimentos que
tienen un tratamiento o han sido inoculados con algun microorganismo para
determinar su efecto. Se pesaron las tortillas justo después de su coccion y
posteriormente se pesaron nuevamente los dias 3, 7, 14 y 21 de almacenamiento,
para determinar los cambios en su peso durante el tiempo de almacenamiento que

fue a 5°C y a 28°C (64,65,68).

6.3.4.3 Rolabilidad

La rolabilidad es una caracteristica deseada en la tortilla, debido a su uso en la
gastronomia mexicana como base para otros muchos guisados de tal manera que
sea mas facil enrollarlas, facilitando su manipulacién para el comensal. Esta medida
de calidad se midi6 inmediatamente después de la coccién de las tortillas y
posteriormente calentandolas en una parrilla eléctrica 1 minuto por cada lado. Para
la medicion se enroll¢ la tortilla alrededor de un cilindro de 5mm de didmetro desde
un extremo de la tortilla a otro. Se evalué la ruptura de la tortilla en una escala del 0

al 5, donde 0 es sin ruptura y 5 es la ruptura completa de la tortilla (64).

6.3.4.4 Color

Los cambios en el color de alimentos procesados como las tortillas después de

incorporarles el tratamiento a los granos de maiz sirve para determinar que las
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tortillas estan teniendo una posible descomposicion similar o diferente a una tortilla
normal. Para poder determinar el color se tomaron 3 mediciones con el colorimetro
HunterLab, en 3 partes diferentes de la tortilla, las determinaciones se hicieron en
eldia0Oyenlosdias 3,7, 14y 21, los resultados se reportaron como una diferencia

de color con respecto a la medicion inicial (69,70). Utilizando la siguiente ecuacion:

AE =\[(L, — L)? + (b, — by)? + (ay — a;)?

AE= diferencia de color, L, b, a

“L” representa luminosidad, L=0 es negro; L=100 es blanco.

«_n

a” representa una coloracion del verde al rojo, cuando “a” es negativo indica verde y
cuando es positivo indica rojo

“b” representa una coloracion del azul al amarillo, cuando “b” es negativo indica azul y
cuando es positivo indica amarillo

6.3.4.5 Calidad microbioldgica

La calidad microbiolégica es un aspecto muy importante para la seguridad
alimentaria del comensal, pues determina si el alimento contiene algin
microorganismo que pueda dafiar la salud, mediante el aumento del
microorganismo colocando una muestra del alimento en algin medio de cultivo que
permita su crecimiento. Para determinar la calidad microbioldgica de las tortillas se
coloco en el centro de una caja con medio Czapek un corte de 1cm? de tortilla
recuperada de la region donde se aprecia una posible infeccion por A. flavus y
mediante apreciacion visual se observo el crecimiento micelial en la caja Petri (color

verde es caracteristico de A. flavus) (66,71,72).
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6.3.5 Incidencia de Aspergillus flavus

La incidencia de A. flavus en las tortillas almacenadas es un indicativo muy
importante para determinar su vida de anaquel y por lo tanto el tiempo seguro de su
ingesta, ademas, del tiempo de rotacion de productos para el comerciante. Se
observaron las tortillas los dias 0, 3, 7, 14 y 21 durante su almacenamiento a 5°Cy
28°C, para determinar si existia crecimiento micelial del hongo A. flavus. El nUmero
de tortillas infectadas se reporté como porcentaje del numero total de tortillas con

su mismo tratamiento (66,71,72).

6.3.6 Concentracién de aflatoxinas

La concentracion de aflatoxinas en las tortillas de maiz es el aspecto mas importante
para determinar la seguridad de su consumo, debido a que es el producto final que
llega al consumidor. Para su evaluacion se utiliz6 10 gramos de cada muestra de
tortilla y se licuaron con 50 mililitros de etanol al 65%, posteriormente se filtré el
sobrenadante para obtener 100 pL de muestra, finalmente se coloc6 en una copa
de dilucion junto con 500 L de diluyente especial para aflatoxinas de la marca
Neogen y se detectaban las aflatoxinas por la prueba de Elisa. Los resultados se

reportaron en partes por millon (ppm).

6.4 Analisis de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa Infostat (2019).
Los datos se sometieron a un ANOVA y a la comparacion de medias por la prueba

de Tukey con un P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados de ensayo in vitro

7.1.1 Crecimiento micelial de Aspergillus flavus en medio Czapek
En todas las cajas Petri con los diferentes tratamientos, asi como en el grupo testigo
se observé un crecimiento micelial que fue méas evidente a partir de las 48 horas de
incubacion a 28°C, mostrando diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos evaluados incluyendo el control. Los tratamientos méas efectivos para
inhibir el crecimiento micelial del hongo A. flavus fueron los que contenian, Q+P+RP
(76% inhibicion), Q+RP (74% de inhibicion), Q+NpsP+NpsRP) (60% de inhibicion)
y Q+NPsRP (45% de inhibicién), mientras que el grupo testigo tuvo el 0% de

inhibicion (Figura 3).
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Figura 3. Efecto in vitro de productos naturales nanoestructurados sobre el

crecimiento micelial de Aspergillus flavus. *Q (Quitosano), P (Propoleo), NPsP

(Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de

pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.1.2 Germinacion de esporas de Aspergillus flavus

En general, los tratamientos que contenian resina de pino no mostraron germinacion
debido a que no se presentd esporulacion después de 7 dias de almacenamiento
(Figura 4). Con respecto al resto de los tratamientos, a las 6 h de incubacién se
observd un aumento en el porcentaje de germinacion. Las cajas Petri que contenian
extracto de propdleo en solucion tuvieron una mayor germinacion de esporas (90%)

al igual que el tratamiento testigo (95%).

La tasa de crecimiento micelial fue menor en los tratamientos que contenian resina

de pino (Tabla 4).
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Figura 4. Efecto in vitro de productos naturales nanoestructurados sobre la
germinacion de esporas de Aspergillus flavus. *Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP
(Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de

pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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Tabla 4. Tasade crecimiento micelial y germinacion de esporas de Aspergillus

flavus.

Tratamientos Crecimiento Germinacién de
micelial esporas
Tasa R2 Tasa R?
Q+P 278.59 0.9486 19.69 0.8085
Q+P+NPsP 251.02 0.9552 14.748 0.8027
Q+NPsP 288.17 0.9438 17.814 0.7852
Q+P+NPsQ 240.33 0.9692 19.652 0.8159
Q+NPsQ 291.34 0.969 14.414 0.7781
Q+NPsRP 166.44 0.9738 O 0
Q+RP 79.826 0.9656 O 0
Q 287.74 0.9429 16.443 0.7895
Q+P+RP 73.598 0.9491 O 0
Q+NPsP+NPsRP 118.34 0.9753 O 0
Testigo 323.58 0.9697 20.486 0.8283

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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En el Tabla 5 podemos observar la cinética de inhibicion entre los tratamientos
evaluados durante los 7 dias de almacenamiento. El tratamiento que contenia
Q+RP, fue el que mantuvo su porcentaje de inhibicion durante todos los dias de

almacenamiento (70 al 76%).

Tabla 5. Cinética de inhibicion de crecimiento micelial de Aspergillus flavus,

con respecto al crecimiento del Grupo Testigo en los mismos dias de

incubacion.
Tratamientos Dias de incubacion
01 2 3 4 5 6 7

Q+P 0 76% 38% 35% 31% 25% 15% 11%
Q+P+NPsP 0 46% 27% 40% 34% 30% 24% 20%
Q+NPsP 0 1% 16% 30% 36% 21% 13% 6%
Q+P+NPsQ 0 37% 8% 26% 36% 29% 27% 23%
Q+NPsQ 0 0% 0% 6% 21% 8% 14% 6%
Q+NPsRP 0 0% 16% 43% 52% 53% 47% 45%
Q+RP 0 73% 70% 76% 78% 78% 76% 74%
Q 0 87% 40% 27% 23% 31% 16% 5%
Q+P+RP 0 2% 7% 14% 34% 46% 62% 76%
Q+NPsP+NPsRP 0 4% 9% 17% 28% 37% 48% 60%
Testigo 00% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.2 Resultados de ensayos en granos de maiz

7.2.1 Incidencia de Aspergillus flavus en granos de maiz

Con respecto a la incidencia de Aspergillus flavus en granos de maiz, se observo
que los granos desinfectados con etanol al 70% (previo a la aplicacidén), mostraron
un mayor numero de granos infectados, comparado con los granos que no fueron

desinfectados, durante los 7 dias de almacenamiento.

La solucién de Q+NPsP+NPsRP, tuvo un menor porcentaje de infeccion de granos,
siendo estadisticamente similar al testigo sin herida, esta constante se observo en

los granos desinfectados y no desinfectados (Fig. 5, Fig. 6).
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Figura 5. Incidencia de infeccién por Aspergillus flavus en granos de maiz, sin
desinfectar (A) y desinfectados con etanol al 70% (B). *Q (Quitosano), P (Propéleo),
NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de quitosano) RP

(Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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Figura 6. Porcentaje de infeccién por Aspergillus flavus en granos de maiz, sin

desinfectar (A) y desinfectados con etanol al 70% (B). *Q (Quitosano), P (Propéleo),

NPsP (Nanoparticulas de propéleo), NPsQ (Nanoparticulas de quitosano) RP

(Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).

7.2.2 Germinacion de granos de maiz

La germinacion de granos maiz se observo en general en todos los tratamientos, a

partir del dia tres, sin embargo, los granos tratados con Q+P+RP, mostraron un

mayor numero de granos germinados (14 granos) como se puede observar en la

Figura 7. Durante el dia 4. 5y 6 de incubacion, los granos que fueron tratados con

Q*P+RP y Q+RP mostraron una germinacion estadisticamente similar (P<0.05) a

los granos testigo (Fig. 8).
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T3= Resina de pino Testigo

Figura 7. Germinacion de granos de maiz, por efecto de diferentes
tratamientos y un Grupo Testigo, durante 6 dias de incubacion. *Q
(Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propéleo), NPsQ
(Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas

de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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Dias de incubacion
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Cantidad de granos germinados

Figura 8. Germinacion de granos de maiz, por efecto de diferentes
tratamientos y un Grupo Testigo, durante 6 dias de incubacion. *Q
(Quitosano), P (Propéleo), NPsP (Nanoparticulas de propoleo), NPsQ
(Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas

de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
El crecimiento de la plantula de maiz fue 50% menor en los granos tratados con la
mezcla de NP de resina de pino y NP de propdleo. Mientras que en los demas
granos de maiz no hubo una diferencia estadisticamente significativa (P<0.01) en

Su crecimiento.

Los granos que fueron tratados con Q+P+RP, mostraron un crecimiento de plantula
y de radicula mayor (4.5 y 7.4 cm, respectivamente), que el resto de los tratamientos
evaluados. El tratamiento que contenia nanoparticulas mostré el menor crecimiento

de plantula y radicula.
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M Radicula

M Plantula

Crecimiento (cm)
S

Q+NPsP+NPsRP Q+P+RP Q+RP Testigo
Tratamientos

Figura 9. Crecimiento de la plantula y radicula de granos de maiz, tratados con
quitosano, propodleo y resina de pino, en el 4° dia después de la germinacion. *Q
(Quitosano), P (Propoleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ
(Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de

Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.3Resultados de ensayos en tortilla de maiz
7.3.1 Evaluacion de aspectos de calidad de la tortilla

7.3.1.1 Porcentaje de humedad

En general, las tortillas elaboradas con granos tratados con Q+RP, tuvieron el mayor
porcentaje de humedad con respecto al resto de los tratamientos mostrando
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en las dos temperaturas de
almacenamiento (5° y 28°C). Sin embargo, las tortillas elaboradas con granos
tratados con Q+NPsP+NPsRP, fueron los que mostraron un menor porcentaje de

humedad (Figura 9).

A B
30.% 30.%
©
-§ 25.% II I n 25.% I . g
€ 20.% i 'R [ 20.%
2 = B Q+NPsP+NPsRP
o 15.% 15.%
© m Q+P+RP
.% 10.% 10.%
c 5% 5.% Q+RP
5 0% 0.% Testigo
[a
0 3 7 14 21 0 3
Dias de almacenamiento Dias de almacenamiento

Figura 10. Porcentaje de humedad de las tortillas con diferentes tratamientos
durante su almacenamiento a 5°C (A) y 28°C (B). *Q (Quitosano), P (Propéleo),
NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de quitosano) RP

(Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.3.1.2 Pérdida de peso

La pérdida de peso en todos los tratamientos no fue mayor al 1%. En general las
tortillas elaboradas con granos testigo, fueron las que mostraron menor pérdida de

peso, en las dos temperaturas de almacenamiento siendo estadisticamente

diferentes al resto de los tratamientos (Figura 10).
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Figura 11. Pérdida de peso de las tortillas con diferentes tratamientos durante 21
dias de almacenamiento. A= almacenamiento a 5°C: B= almacenamiento a 28°C.
*Q (Quitosano), P (Propoleo), NPsP (Nanoparticulas de propdéleo), NPsQ
(Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de

Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.3.1.3 Rolabilidad

'Q/\\
\

Las tortillas elaboradas con el maiz inoculado con A. flavus presentaron la mejor

rolabilidad durante el almacenamiento. Mientras que las tortillas elaboradas con los

granos de maiz tratados con resina de pino y propoleo en solucion tuvieron la menor

rolabilidad.
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Figura 12. Rolabilidad de las tortillas. A = 5°C/1 dia; B = 5°C/21 dias; C = 28°C/ 1

dia; D = 28°C/21 dias. Escala: 0= sin ruptura, 1= 20% de ruptura, 2= 40% de

ruptura, 3= 60% de ruptura, 4= 80% de ruptura, 5= 100% de ruptura. *Q (Quitosano),

P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de

quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y

Testigo (Agua).
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7.3.14 Color

La diferencia de color fue significativamente diferente entre todas las tortillas con
los diferentes tratamientos y con respecto al dia inicial. Especificamente las
tortillas elaboradas con los granos de maiz tratados con Q+PR, tuvieron el menor

cambio de color durante los 21 dias de almacenamiento.

6
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o
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1 0 3 7 14 21

Dias de almacenamiento

Figura 13. Diferencia de color observada en las tortillas con los diferentes
tratamientos durante 21 dias de almacenamiento, con respecto al dia inicial. *Q
(Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ
(Nanoparticulas de quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de

Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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7.3.1.5 Calidad microbiolégica

Todas las muestras de tortillas tomadas inmediatamente después de su coccidn con
exposicion al hongo A. flavus almacenadas a 28 °C presentaron incidencia de este
hongo en el dia 3, lo que significa que las esporas pueden sobrevivir al proceso de
nixtamalizacion. Las tortillas elaboradas con los granos inoculados y tratados con
Q+NPsP+NPsRP, no mostraron crecimiento durante los 21 dias de almacenamiento
a 5°C. Las tortillas del grupo testigo sin A. flavus no presentaron incidencia de A.

flavus, durante todos los dias de almacenamiento.

Tabla 6. Incidencia de A. flavus en muestras de tortillas colocadas en medio

Czapek y almacenadas a 5°C y 28°C.

Tratamientos 5°C 28°C
Dia0 Dia3 Dia7 Dia Dia Dia0 Dia3
14 21

Q+NPsP+NPsRP - - - - - - +

Q+P+RP + + + + - + +

Testigo con A. + + + + + + +
flavus

Testigo sin A. - - - - - - -
flavus

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
(+) Presencia de crecimiento micelial de A. flavus, (-) Ausencia de crecimiento micelial de A.
flavus
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7.3.2 Incidencia de Aspergillus flavus

Las tortillas elaboradas con granos infectados de A. flavus y tratados con
Q+NPsP*NPsRP, no presentaron incidencia del hongo durante su almacenamiento
de 21 dias a 5°C, siendo estadisticamente diferente al resto de los tratamientos. sin
embargo, en el dia tres de almacenamiento a 28°C, no se observaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos evaluados (Tabla 7). En la Figura 14 se puede
observar los cambios en las tortillas con incidencia de A. flavus junto con las

muestras.

Figura 14. Infeccién y crecimiento de A. flavus en una tortilla en refrigeracion a 5 °C

después de 21 dias, junto con sus muestras en medio Czapeck.
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Tabla 7. Porcentaje de incidencia de A. flavus en tortillas almacenadas a 5°C

y 28°C.
Tratamientos 5°C 28°C
Dia 0 Dia3 Dia7 Dial4 Dia2l Dia0 Dia3
Q+NPsP+NPsRP 0 0 0 25 25 0 100
Q+P+RP 0 0 0 0 0 0 100
Testigo con A. 0 0 20 50+5  50+3 0 100
flavus
Testigo sin A. 0 0 0 15 335 0 100
flavus

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).

7.3.3 Concentraciéon de aflatoxinas

La concentracion mas baja de aflatoxinas se determind en las muestras de tortillas
elaboradas con Q+NPsP+NPsRP (0.9 ppb), seguida del tratamiento con Q+RP (1.3
ppb). que tenian el tratamiento T1 con nanoparticulas de propdleo y nanoparticulas
de resina de pino, la segunda concentracion mas baja se observo en las tortillas que
tenian el tratamiento 2 que contenia propdleo y resina de pino en solucién, la tercera
concentracion mas baja la obtuvo el grupo T4 que se usé como testigo negativo.
Finalmente, las muestras de tortillas que presentaban la concentracion mas alta de
aflatoxinas fueron las del grupo T4 que fueron inoculadas con A. flavus y no tenian

ningun tratamiento.
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Tabla 8. Concentracion de aflatoxinas en ppb en muestras de tortillas al

momento de su coccion y después de 21 dias de almacenamiento a 5 °C.

Tratamientos Concentracion

de aflatoxinas

(ppb)
5°C
Dia Dia21
0
Q+NPsP+NPsRP 0.9 1.0
Q+P+RP 1.3 1.8
Testigo con 2.4 3.2
herida
Testigo sin 15 1.7
herida

*Q (Quitosano), P (Propdleo), NPsP (Nanoparticulas de propdleo), NPsQ (Nanoparticulas de
quitosano) RP (Resina de pino), NPsRP (Nanoparticulas de Resina de Pino) y Testigo (Agua).
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8. DISCUCION

La evaluacion de la inhibicion del crecimiento micelial de A. flavus se realiz6 en los
ensayos in vitro en medio Czapeck, mediante la técnica de envenenamiento del
medio que utilizé resina de pino, propdleo y quitosano, en solucion y en
nanoparticulas. Estos compuestos naturales se han utilizado previamente en otras
investigaciones en las que han demostrado su capacidad antifingica contra A.
flavus (45,46,50,51,56,62,73—-82). Al momento de la publicacion de esta tesis no se
han podido encontrar articulos que refieran investigaciones sobre el uso de resina
de pino para inhibir el crecimiento micelial de A. flavus, o evitar su infeccion, ya sea
in vitro o en granos de maiz. Sin embargo, los resultados demostraron que los
tratamientos mas efectivos eran los que contenian resina de pino en solucion,
logrando una inhibicion del crecimiento micelial de hasta el 76% con respecto al
grupo control después de 7 dias de incubacion a 28°C. Tao y colaboradores (2020),
utilizaron un derivado de la resina de pino (5-fluoro-2-tiofeno deshidroabietil amida)
para evaluar su actividad antifangica, y determinaron que tenian excelentes
propiedades antifingicas contra Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum, logrando
una inhibicién del 50% con una concentracion del 0.618 mg/L en el medio (83). Del
mismo modo, Mao y colaboradores (2021), utilizaron un derivado de resina de pino
[deshidroabietil- (1,3,4-tiadiazol-2-il) -5-nitrotiofeno-2-carboxamida] el cual fue mas
efectivo que el anterior logrando una inhibicion del 50% con una concentracion del
0.490 mg/L . Ambos estudios determinaron que su actividad antifingica se debia a

la modificacion de la morfologia de sus micelios y el aumento de la permeabilidad
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de sus membranas celulares, ademas los compuestos presentes en la resina de

pino inhiben la sintesis ergosterol en la membrana celular del hongo (84).

Se evalud el porcentaje de germinacion de esporas obtenidas del ensayo in vitro, y
se determind que las cajas Petri que contenian tratamientos con resina de pino en
solucion o en nanoparticulas, no desarrollaron esporas para el dia 7 de incubacion,
este resultado podria deberse a la inhibicién del desarrollo de conidios por parte de

los monoterpenos (85).

Se evalud la capacidad de inhibir la infeccion de A. flavus, realizando los ensayos
en granos de maiz, mediante el recubrimiento de los granos con el tratamiento, y
posteriormente fueron inoculados sumergiéndolos en una solucion de esporas
1x108. En estos ensayos, los tratamientos mas eficaces fueron los que contenian
nanoparticulas, sin embargo, se mantenian dos aspectos de los resultados
anteriores, los tratamientos que contenian resina de pino, eran mas eficaces que
los que contenian propdleo o quitosano y, ademas, la combinacion de
nanoparticulas de resina de pino y nanoparticulas de propéleo fue la mas efectiva
para evitar la infeccién de los granos por A. flavus, para el dia 7 de incubacién a

28°C.

Esta diferencia en los resultados de los ensayos in vitro en medio Czapeck y los
resultados en granos de maiz, pudieran deberse a la capacidad que tienen las
nanoparticulas de adherirse mejor a los alimentos como los granos de maiz (56) y

por lo tanto ser mas efectivos para evitar la infeccion por A. flavus.
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Otro aspecto evaluado, fue la viabilidad para germinar de los granos de maiz
recubiertos con los tratamientos. Los granos que tenian un recubrimiento de
nanoparticulas presentaron un crecimiento menor de la plantula y la radicula,
contrariamente, los granos que tenian un recubrimiento de resina de pino y propoleo
en solucidn presentaron un crecimiento mayor de la plantula con respecto al grupo
testigo. Una posible explicacion para el primer resultado es que las nanoparticulas
al tener un menor tamafio lograron ingresar al interior de los granos afectando su
metabolismo; Mujeebur, (2019), determind que las nanoparticulas afectan la
germinacion de las semillas, debido a que son absorbidas del medio ambiente a
través de las raices (86), anteriormente Dahui Lin sugirio la fitotoxicidad de las
nanoparticulas debido a que sus resultados mostraban una posible inhibicién de la
germinacion de las semillas y crecimiento de las raices(87), de manera similar a los
resultados del presente estudio. Sin embargo, Dimitrios Stampoulis en el 2009
investigo la fitotoxicidad de 5 tipos de nanoparticulas en 5 diferentes cultivos y
determind que la toxicidad era muy especifica entre cada planta y compuesto, asi
como de la cantidad de nanoparticulas (88), posteriormente Tushar (2014), revisé
diversos articulos hasta ese momento sobre nanopatrticulas y recomendé que todos
los tratamientos para semillas a base de nanoparticulas fueran examinados para
determinar su fitotoxicidad (89). Por el contrario, una posible explicacién del mayor
crecimiento en el segundo resultado podria ser que la resina de pino y el propoleo
sirvieron como nutrientes para la planta una vez que germinaron los granos, sin
embargo, no se encontraron otros estudios que confirmen estas especulaciones con

la excepcion de Ordofiez (2011), el cual determind que el propoleo no afecta
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negativamente la germinacion de las semillas ni el crecimiento de las raices de las
plantas (90), por lo tanto, se sugiere realizar mas investigaciones sobre la
germinacion de las semillas con recubrimientos de nanoparticulas de quitosano,

propéleo y resina de pino.

Ademas, se realizaron los ensayos para evaluar si los tratamientos o la infeccion de
A. flavus en los granos de maiz afectaban la calidad de las tortillas elaboradas con
estos granos. Los aspectos de calidad de las tortillas que se evaluaron fueron
porcentaje de humedad, pérdida de peso, rolabilidad y color, buscando que fueran
lo mas similares posibles al grupo testigo sin inocular y sin tratamiento que sirvid
como referencia, siguiendo los lineamientos de calidad de las tortillas propuestos
por Rodriguez- Martinez (2015) (64); ademas, luga (2019), determin6é que las
preferencias de los consumidores de tortillas se alinean con los aspectos de calidad
evaluados en el presente estudio denotando que se prefieren las tortillas elaboradas

a mano con el proceso original de nixtamalizacion(91).

La presencia de aflatoxinas en las tortillas de maiz justo después de su coccién fue
mucho menor en las que contenian el tratamiento con nanoparticulas, ademas, fue
el dnico grupo que presentd una cantidad sin una diferencia estadisticamente
significativa después de 21 dias de almacenamiento, esto podria explicarse debido
a que las nanoparticulas tienen mas eficacia al unirse al alimento y por lo tanto
resistir al proceso de cocciéon y al mismo tiempo mantener su utilidad(92). Por otro

lado, la presencia de aflatoxinas en todos los grupos podria explicarse debido a que
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actualmente en México la presencia de A. flavus es habitual en todos los cultivos en

menor o mayor medida(27,28,32).

9. CONCLUSIONES

1. La resina de pino en solucion fue el tratamiento méas efectivo para inhibir el
crecimiento micelial de A. flavus in vitro en un 78% con respecto al grupo
testigo. Ademas, la resina de pino en nanoparticulas o en solucion inhibié el
desarrollo de esporas al final de los 7 dias de incubacion.

2. La mezcla de nanoparticulas de propdleo y nanoparticulas de resina de pino
mostraron la menor incidencia de A. flavus en granos de maiz en
comparacién con el resto de los grupos, pero deterioraron el crecimiento de
la radicula de los granos de maiz (2cm) con respecto al grupo testigo (6¢cm).

3. Las tortillas elaboradas con granos de maiz tratados con resina de pino y
propdleo en solucién no presentaron incidencia de A. flavus después de 21

dias de almacenamiento a 5°C.
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COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. César Gonzalez Andrade, estudiantede la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10033873, y que lleva por titulo
“EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES NANOESTRUCTURADOS SOBRE EL
DESARROLLO DE d4spergillus flavus EN MAIZ Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN
TORTILLA DE MAIZ” ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter comomiembro
de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

L. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencion que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Margarita De Lorena Ramos Garcia

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los_2 1 dias del
mes de_junio de 2022.

Calle Iztaccihuatl Nam. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 T ‘
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx —
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COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (Ia) C. César Gonzalez Andrade, estudiantede la
Maestria en Ciencias de la Nutricion, con numero de matricula 10033873, y que lleva por titulo
“EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES NANOESTRUCTURADOS SOBRE EL
DESARROLLO DE Aspergillus flavus EN MAIZ Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN
TORTILLA DE MAIZ” ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter comomiembro
de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que redne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencidn que sirva prestar a la presente.

Atenta

Dra.Ollin rtinez Ramirez

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los_2 1 dias del

mes de_junio de 2022.

Calle Iztaccihuatl NiUm. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx



mailto:academicanutricion@uaem.mx

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

A\

FACULTAD
¢NUTRICION

FORMATO 3A

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.
Formato. Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (Ia) C. César Gonzalez Andrade, estudiantede la
Maestria en Ciencias de la Nutricion, con nimero de matricula 10033873, y que lleva por titulo
“EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES NANOESTRUCTURADOS SOBRE EL
DESARROLLO DE Aspergillus flavus EN MAIZ Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN
TORTILLA DE MAIZ” ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter como
miembro de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que redne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencidn que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra.
Sinodal (Rosa Isela Ventura Aguilar).

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los_2 2 dias
del mes de_junio de 2022.

Calle Iztaccihuatl NGm. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx
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COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
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Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. César Gonzalez Andrade, estudiantede la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10033873, y que lleva por titulo
“EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES NANOESTRUCTURADOS SOBRE EL
DESARROLLO DE dspergillus flavus EN MAIZ Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN
TORTILLA DE MAIZ” ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter como
miembro de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

L. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencion que sirva prestar a la presente.

Atentamente
Dra. América Ivette Barrera Molina.

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los_2 1 dias
del mes de_junio de 2022.
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COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el C. César Gonzdlez Andrade, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10033873, y que lleva por titulo
“EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES NANOESTRUCTURADOS SOBRE EL
DESARROLLO DE Aspergillus flavus EN MAIZ Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN
TORTILLA DE MAIZ” ha sido revisado a satisfaccién me permito en mi caricter como
miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.
Sin otro particular, agradezco la atencion que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra.
Dolores Azucena Salazar Pina

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los_2 1 dias
del mes de_junio de 2022.
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