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Resumen: Se evaluó la presencia de aflatoxinas totales en muestras de alimentos concentrados para pollos de engorde y se aplicaron 
técnicas de control para los hongos aflatoxigénicos y sus toxinas (aflatoxinas), utilizando un extracto comercial de Citrus limon. Para ello 
se recolectaron al azar 50 muestras de un lote de alimentos concentrados para pollos de engorde. Se cuantificaron las concentraciones de 
aflatoxinas a través del método de enzimoinmunoensayo competitivo (ELISA) y se aplicó un sistema de control contra aflatoxinas, utili-
zando un extracto de Citrus limon. Finalmente, se determinó la capacidad antifúngica del extracto sobre el crecimiento de los hongos 
aflatoxigénicos aislados de las muestras. Se detectó que el 90% de las muestras analizadas estaban contaminadas con aflatoxinas, encon-
trándose en el 54% de las mismas un rango de concentraciones entre 5 a 14 µg/kg. El extracto de Citrus limon resultó ser un potente 
antiaflatoxigénico y antifúngico, reduciendo las concentraciones de aflatoxinas en las muestras de alimentos para pollos de engorde hasta 
en un 73,6%, e inhibiendo por completo el crecimiento de los hongos descritos como aflatoxigénicos. 
 
Palabras claves: Extracto de Citrus limon, hongos aflatoxigénicos, alimentos concentrados. 
 
 

Citrus limon extract for aflatoxin and aflatoxigenic fungi control in concentrated 
chicken feed produced in Venezuela 

 
Abstrac: The presence of total aflatoxins in samples of concentrated chicken feed was evaluated, and control techniques for aflatoxigenic 
fungi and their toxins (aflatoxins) using a Citrus limon commercial extract were applied. For this purpose, 50 samples were collected 
randomly from a lot of concentrated chicken feed. The aflatoxin concentrations were quantified through a competitive enzyme-linked-
immunosorbent-assay (ELISA), and an aflatoxin control system was applied using a Citrus limon extract. Finally, the antifungal capacity 
of the extract over the growth of the aflatoxigenic fungi isolated from the samples was determined. It was established that 90% of the 
analyzed samples were contaminated with aflatoxins, and 54% of them had a 5-14 µg/kg concentration range. The Citrus limon extract 
was a potently antiaflatoxigenic and antifungal, reducing the aflatoxin concentrations in the chicken feed samples in up to 73.6%, and 
totally inhibiting the growth of fungi described as aflatoxigenic. 
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Introducción 
 
 Los alimentos concentrados para aves son los productos 
alimenticios resultantes de la mezcla final de materias 
primas capaces de satisfacer todos los requerimientos de la 
especie para una determinada edad y propósito. La compo-
sición de estos alimentos está representada principalmente 
por subproductos de cereales (maíz, sorgo, trigo, soja y 
arroz) y por melaza de caña, grasa, calcio, fósforo vitami-
nas y trazas de minerales. De estos componentes, los sub-

productos de cereales son las principales fuentes energéti-
cas y constituyen más del 50% del total de los ingredientes 
de las raciones para pollos de engorde [1-3].  
 Cuando los alimentos concentrados para animales o las 
materias primas para elaborarlos son colonizados por hon-
gos filamentosos, existe el riesgo de contaminación con 
micotoxinas, las cuales pueden definirse como productos 
naturales tóxicos, de bajo peso molecular, que son sinteti-
zadas por algunos hongos filamentosos mediante metabo-
lismo secundario, como un mecanismo del hongo para 
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aumentar su adaptación al medio o para competir con otros 
microorganismos por el sustrato [4-7]. 
 Las aflatoxinas (AF) son las micotoxinas de mayor im-
portancia en la avicultura, porque son contaminantes fre-
cuentes de cereales y porque están asociadas a enfermeda-
des y muerte de aves de granja [8-10]. Estas toxinas son 
producidas por Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ory-
zae y A. niger, principalmente. Las principales aflatoxinas 
identificadas son B1, B2,  G1 y G2, de las cuales, la más 
tóxica es la aflatoxina B1 [11,12]. Este tipo de toxina actúa 
inhibiendo la incorporación de precursores para la síntesis 
de ADN, ARN y proteínas; además, bloquea la acción de 
ciertas enzimas que ayudan a las síntesis de ácidos nuclei-
cos, causando en el hígado necrosis centrolobulillar, infil-
tración de polimorfonucleares y degeneración grasa. La 
toxicidad va a depender de la dosis, del grado de exposi-
ción, la edad, el estado nutricional del animal y los posi-
bles efectos sinérgicos de otros agentes químicos a los que 
esté expuesto [8,13-15].  
 Actualmente, se están buscando nuevas alternativas para 
controlar la presencia de hongos contaminantes de alimen-
tos así como de las toxinas que ellos puedan producir, 
empleando compuestos de orígenes naturales que sean 
inofensivos tanto para el hombre como para el ambiente y 
que posean propiedades antifúngicas. Los aceites esencia-
les son productos vegetales constituidos generalmente por 
alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumari-
nas, glicósidos, terpenos, fenilpropanos y ácidos orgánicos, 
que se caracterizan por poseer propiedades antisépticas, 
antimicrobianas, antiinflamatorias, antidepresivas y afrodi-
síacas, entre otras [16-21].  
 Debido a que la presencia de aflatoxinas en alimentos 
para consumo humano y animal representa un grave pro-
blema de salud pública, además de afectar sensiblemente 
la producción agropecuaria, se requiere aportar soluciones 
que permitan disminuir los efectos nocivos en la población 
expuesta. Por estas razones, el objetivo de esta investiga-
ción fue determinar la actividad antifúngica y antiaflatoxi-
génica de extractos de Citrus limon en muestras de alimen-
tos concentrados para pollos de engorde producidos en 
Venezuela. 
 
Materiales y Métodos 
 
Recolección y transporte de las muestras 
 
 Se recolectaron 50 muestras, que representaron el 10% 
de un lote de alimentos concentrados para pollos de engor-
de, almacenado en una distribuidora avícola del estado 
Sucre, aplicándose el método de muestreo aleatorio sim-
ple, especificado por la International Comission of Micro-
biological Specifications for Food [22]. 
Procesamiento de las muestras 
 
- Determinación de aflatoxinas en muestras de alimentos 
concentrados para pollos de engorde: 
 
 La determinación de las aflatoxinas en muestras de ali-
mentos concentrados para pollos de engorde se realizó por 

el método de enzimoinmunoensayo competitivo (ELISA), 
siguiendo las instrucciones de los kits respectivos suminis-
trados por Biopharm (Alemania). 
 La prueba se basa en la reacción antígeno-anticuerpo. 
Los micropozos están recubiertos con anticuerpos de cap-
tura contra anticuerpos anti-aflatoxina. Se agregan están-
dares de aflatoxina o las soluciones de las muestras, conju-
gado aflatoxina-enzima y anticuerpo anti-aflatoxina a los 
micropozos. La aflatoxina libre y el conjugado aflatoxina-
enzima compiten para unirse a sitios del anticuerpo anti-
aflatoxina. Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-
aflatoxinas se unen a los anticuerpos de captura inmovili-
zados sobre la placa. El conjugado aflatoxina-enzima que 
no se unió es removido posteriormente en un proceso de 
lavado. El sustrato cromógeno es agregado a los micropo-
zos e incubado. El conjugado aflatoxina-enzima unido a 
los micropozos a través de los anticuerpos, convierte al 
cromógeno en una sustancia azul. La adición de la solu-
ción “stop” provoca un cambio de color de azul a amarillo. 
La medición se realiza fotométricamente a 450 nm y la 
absorción es inversamente proporcional a la concentración 
de aflatoxina en la muestra.  
 La lectura se realizó utilizando un lector de ELISA mar-
ca Biotek modelo ELX800. La obtención de los resultados 
se ejecutó usando el software comercial KC-JuniorTM. 
 
- Evaluación del efecto antiaflatoxigénico del  extracto de 
Citrus limon: 
 
 Para realizar el control de las aflatoxinas en las muestras 
de alimentos concentrados para pollos de engorde fue 
utilizado un extracto de Citrus limón (pH:4,5) comestible 
marca Disquifar, C.A., distribuido en Valencia, estado 
Carabobo, Venezuela y producido por Laboratorio Fruta-
lia, Caracas, Venezuela. 
 Se seleccionó el 10% de las muestras de alimentos con-
centrados para pollos de engorde contaminadas con afla-
toxina; se pesaron 5 g de cada una de ellas y se colocaron 
en tubos de ensayo estériles. Posteriormente, se agregaron 
100 µl del extracto de Citrus limon y se dejó actuar por 1 
h. A continuación se procedió a realizar la determinación 
de aflatoxina por la técnica de ELISA, manteniendo dos 
ensayos controles: al primero no se le añadió el extracto de 
limón y al segundo se le adicionó el extracto de limón a 
una muestra sin aflatoxina. Se determinó el porcentaje de 
reducción en la concentración de aflatoxina. 
 Adicionalmente, se seleccionó al azar el 10% de las 
muestras a las que no se le detectaron concentraciones de 
aflatoxina y se contaminaron con una concentración cono-
cida de la micotoxina. Para ello se pesaron 5 g de cada 
muestra, y se colocaron en tubos de ensayo estériles; se 
añadieron 100 µl de aflatoxina de 45 µg/kg de concentra-
ción (marca r-Biopharm lote: 03496, Alemania). Poste-
riormente, se agregaron 100 µl del extracto de Citrus li-
mon y se dejó actuar por 1 h. Seguidamente, se determinó 
la concentración de aflatoxina mediante la técnica de ELI-
SA, manteniendo dos ensayos controles: el primero  no 
poseía el extracto y para el segundo se tomó una muestra a 
la que no se le halló ninguna concentración de aflatoxina y 
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se le agregó sólo el extracto. Finalmente, se determinó el 
porcentaje de reducción de la aflatoxina en las muestras. 
 
- Evaluación del efecto antifúngico del extracto de Citrus 
limon: 
 
 La capacidad antifúngica del extracto de Citrus limon se 
determinó sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y 
otros hongos descritos como aflatoxigénicos, que fueron 
aislados de las muestras de alimentos concentrados para 
pollos de engorde (codificados como: A. flavus HF-121, A. 
niger HF-101 y P. citrinum PC-023), para lo cual se prepa-
ró una mezcla del extracto de limón con el del medio de 
cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), en una relación 1:10. 
La mezcla se vertió sobre una placa de Petri y una vez 
solidificado el agar se inocularon los hongos A. flavus, A. 
niger y P. citrinum en el centro de cada placa, incubándose 
posteriormente a temperatura ambiente (28ºC±0,2ºC) en 
una incubadora marca Felisa®. Las placas se examinaron 
cada 48 horas, observándose el crecimiento de los hongos 
inoculados y midiendo el diámetro de las colonias del 
hongo desarrollado en cada observación; se realizó este 
procedimiento por triplicado. Este ensayo fue acompañado 
por una placa control que contenía los cultivos respectivos 
[20,23]. 
 
Análisis estadístico 
 
 Los resultados de los niveles de concentraciones de 
aflatoxinas detectadas en las muestras de alimentos con-
centrados para pollos de engorde fueron estudiados por 
análisis porcentual (%) y se mostraron en tablas. Se com-
pararon los niveles de concentraciones de aflatoxinas antes 
y después del tratamiento con el extracto de limón, por el 
método estadístico T-student con un nivel de significancia 
de p < 0,05 [24]. 
 

Resultados 
 
 En la tabla 1 se muestran las concentraciones de afla-
toxinas totales (AFt) halladas en las muestras de alimentos 
para pollos de engorde, detectándose que el 54% de las 
muestras se encontraron en una rango de concentración de 
5-14 µg/kg, seguida de 18% menores de 1,7 µg/kg y 12% 
entre 1,7-5,0 µg/kg. 
 
Tabla 1: Concentración de aflatoxinas totales (Aft) en las muestras de 
alimentos concentrados para pollos de engorde. 
 

Rango de concentración 
(µg/kg) Nº de Muestras Porcentaje (%) 

0,0 05 10 

< 1,7 09 18 

1,7-5,0 06 12 

5,0-14 27 54 

15-19 3 6 

20-45 0 0 

>45 0 0 

Total 50 100 

 
 Los resultados de la evaluación del efecto antiaflatoxi-
génico del extracto de Citrus limon indican mayores por-
centajes de reducción de la concentración de aflatoxinas en 
las muestras que fueron contaminadas experimentalmente 
con 45 µg/kg de AFt con un porcentaje promedio de re-
ducción de 73,6%, seguido de 69,3% y 67,5% en las mues-
tras a las que se le detectaron rangos de concentración 
entre 5-15 µg/kg y 1,7-5,0 µg/kg de Aft, respectivamente 
(Tabla 2). En todos los casos se evidenciaron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,05). 
 

 
 
          Tabla 2: Efecto antiaflatoxigénico del extracto de Citrus limón en las muestras de alimentos concentrados para pollos de engorde. 

 

Rango de concentración 
inicial de Aft (µg/kg) 

Rangos de concentración 
reducida de Aft (µg/kg) 

Promedio Concentración 
final Aft (µg/kg) 

Promedio del % de 
reducción valor p 

Control 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

 
---- 

1,7-5,0 0-0,83 0,5 67,5 0,0007* 

5,0-15 0-3,34 1,84 69,3 0,0275* 

15-20 4,3-5,9 5,01 56,3 0,0065* 

45++ 8,6-12,3 11,10 73,6 0,0002* 

Las muestras fueron analizadas a través del método estadístico T-student a un nivel de confiabilidad de 95% (p<0,05), estableciéndose dife-
rencias estadísticamente significativas (*) y no significativas (ns).  (++): Muestras contaminadas experimentalmente. 

 
 
 En las figuras 1, 2 y 3 se muestran los efectos inhibito-
rios de los extractos de Citrus limon sobre el crecimiento 

de los hongos A. flavus, P. citrinum y A. niger, respecti-
vamente, observándose en todos los casos que el extracto 
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actuó inhibiendo totalmente el crecimiento de los hongos 
ensayados durante los 7 días de incubación. 
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Figura 1: Efecto del extracto de Citrus limon sobre el crecimiento de 
Aspergillus flavus. 
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Figura 2: Efecto del extracto de Citrus limon sobre el crecimiento de 
Penicillium citrinum. 
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Figura 3: Efecto del extracto de Citrus limon sobre el crecimiento de 
Aspergillus  niger. 
 
 
 

Discusión 
 
 El 90% de las muestras de alimentos concentrados para 
pollos analizadas en esta investigación estuvieron conta-
minadas con AFt con concentraciones por debajo de 20 
µg/kg, es decir, por debajo del límite que establece la nor-
ma venezolana COVENIN 1881-83; sin embargo, si se 
toma en cuenta que la mayoría de los países industrializa-
dos establecen límites inferiores a esta cantidad (por ejem-
plo, la Unión Europea a través de la Commission Regula-
tion (EC) Nº1881/2006 regula la AFt en 5 µg/kg [25]), se 
puede considerar que el 60% (n=30) de las muestras anali-
zadas se encuentran por encima de este límite toxicológi-
co. 
 La contaminación y variación de la concentración de las 
aflatoxinas en este tipo de alimentos puede estar influen-
ciada por diversos factores, entre los que se cuentan condi-
ciones medio ambientales durante el procesamiento, tales 
como una aw entre 0,8-0,9 y humedad por encima de 12%, 
que favorecen el desarrollo de los hongos aflatoxigénicos, 
los cuales pueden colonizar la superficie o el interior de los 
canales de los silos, produciendo posteriormente las mico-
toxinas, que en su mayoría, se acumulan en las capas su-
perficiales del alimento y al granularlo se distribuye en el 
producto procesado. Así mismo, debe tomarse en cuenta 
que las materias primas utilizadas para la elaboración del 
alimento (sobre todo el maíz) son susceptibles a sufrir 
contaminación por hongos potencialmente aflatoxigénicos 
[26,27]. Es de considerar que la presencia de AF en los 
alimentos concentrados para pollos de engorde representa 
una amenaza para los animales que los consumen, porque 
estas toxinas fúngicas tienen efectos acumulativos e indu-
cen el desarrollo de aflatoxicosis crónica, tal y como lo 
afirman Perozo et al., [28] al señalar que los efectos tóxi-
cos de la exposición a AF dependen de un conjunto de 
factores, tales como: el tiempo de exposición y concentra-
ción de la toxina, interacción con otras micotoxinas, com-
posición y valor nutricional del alimento, así como el esta-
do sanitario y nutricional del ave. 
 El extracto de Citrus limon fue capaz de reducir de ma-
nera significativa todas las concentraciones de aflatoxinas 
ensayadas en las muestras de alimentos concentrados para 
pollos de engorde, con un mayor porcentaje de reducción 
en las muestras que fueron contaminadas experimental-
mente con 45 µg/kg. El mecanismo de acción del extracto 
de Citrus limon sobre las aflatoxinas todavía no está defi-
nido, pero se cree que puede estar relacionado a ciertos 
componentes presentes en los cítricos como el limoneno, 
mycereno, α-pineno y linalol, los cuales han demostrado 
tener actividad antiaflatoxigénica [29,30]. 
 La acción inhibidora del extracto sobre el crecimiento 
fúngico puede estar influenciada principalmente por la 
presencia de compuestos fotoquímicos, los cuales son 
biomoléculas orgánicas, responsables del efecto inhibitorio 
del crecimiento fúngico. No se conoce con exactitud el 
mecanismo de acción de estos compuestos, pero puede 
estar relacionado con la rotura de las membranas plasmáti-
cas de los microorganismos a través de compuestos lipofí-
licos [31]. Se ha demostrado que el aceite esencial de Ci-
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trus limon muestra actividad inhibitoria sobre A. flavus, 
Fusarium spp. y A. niger, atribuyendo su efecto a una gran 
variedad de sustancias fitoquímicas tales como el E-citral, 
Z-citral, α-pineno, genariola y mircenoy 1-β pineno, que 
en general pueden ocasionar granulación y ruptura de la 
membrana citoplasmática e inactivación y/o inhibición de 
la síntesis de enzimas intra y extracelulares, impidiendo la 
producción de micelio [21]. 
 Por otra parte, estudios realizados por Helal et al., [32] y 
Sharma y Tripathi [33], demostraron que los aceites esen-
ciales de Citrus sinensis y Cymbopogon citratus poseen 
efectos similares sobre el crecimiento A. flavus y A. niger, 
inhibiendo alrededor del 65% del desarrollo de estos hon-
gos después de cinco días de incubación y retrasando el 
proceso de esporulación, en comparación con el control. 
Se llevaron a cabo observaciones utilizando microscopio 
de luz, microscopio electrónico de barrido (SEM) y mi-
croscopía electrónica de transmisión (TEM) para determi-
nar las ultra modificaciones estructurales de las hifas de 
estos hongos después del tratamiento con los aceites esen-
ciales, observando una disminución del diámetro de las 
hifas, precipitación de biomoléculas en la pared celular, 
desorganización de la membrana plasmática mitocondrial, 
pérdidas de Ca(+2), K(+) y Mg(+2) por parte del micelio y 
disminución del contenido de lípidos. Así mismo, demos-
traron que estos aceites esenciales en dosis subletal pueden 
inhibir completamente la producción de aflatoxina B1. 
 En base a lo antes expuesto, se puede afirmar que el 
extracto de Citrus limón es capaz de reducir, de manera 
significativa, tanto la concentración de aflatoxinas como 
inhibir el crecimiento de hongos aflatoxigénicos, pudiendo 
ser utilizado como una alternativa en los procesos de con-
trol de alimentos en los que se hayan detectado concentra-
ciones de aflatoxinas y determinado la presencia de hongos 
aflatoxigénicos. 
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