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INTROOUCCION 

La investigaci6n pura y aplicada a la que se debe en 

.gran parte el enorme desarrollo actual, nos ha proporcio­

nadQ métodos para encauzar científicamente s~ aplicación• 

en beneficio del ser humano para mejores condiciones de -

vida. 

Una de las mayores preocupaciones-del hombre moderno 

es el problema de la contaminaci6n, .. ~ituaci6n que ae maní­

fiesta en la cada vez mas ardua investigaci6n de este - -

campo a todos los niveles del ecosistema en el que vivimos. 

Los alimentos no escapan a esta preocupación y se de­

sea proporcionar al consumidor productos libres de substan­

cias nocivas ya sean.de origen ~atura! o provenientes de -

las ticnicas empleadas en su_ elaboración, procesamiento, -

recolección y cultivo; sin. embargo no siempre es posible -

satisfacer esta condición. El hecho de que algunas de las 

substancias potencial o realmente peligrosas ejerzan sus -

efectos nocivos a muy bajos niveles de concentración difi• 

culta su detección, por lo que es necesario emplear técni­

cas analíticas sensibles. Tal es el caso de algunos conta­

mi~antes de origen natural como son las micotoxinas y los 

oriCJi.n_ados por la actividad humana como pueden ser los plaguici-
das. · · · 

Las micotoxinas son metabolitos fungales biológica--

mente activos que poseen estructuras 11oléculares CQmplejas. 

Bisicamente su estudio ae inició con Sergeant, Se~id~n - -

O'Kelly y Carnaghan en 1961 con el descubrimiento de la -

aflatoxina y sus efectos tóxicos (lla)1 aunque ya se .. cono­

c.tan a.lgunas enfermedades debidas a los efectos de l.as mi­

cotoxin~s, [como e• el caso del ergotismo], no se les ha­

b!a dado importancia, pero con la comprobación de los ries­

gos reales y potencial~& de ~stos compuestos sobr~ la salud 

animal y humana, se hizo necesaria la intensificación de -

los estud~_os para abarcar todas las facetas de este proble­

ma, sobre todo teniendo en cuanta la gran posibilidad de-
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có·ntaminac'ión "de· los· ·alfm·entos por estos· agentes. A esta 

·tárea .. se ha'n · avocado organismos ·dé salud pública rela·cio-

·n~do~ con 1~ c~tita~inaci6n de alimentos que han seleccio -
nado varias mi~ót6xinas en ba~e al dafio que ocasionan y -

a la prevalecencia de los hongos productores. Estas mico­

to*inas son: e~ierigm~•ocis~ina, patUlina, leido penic!l! 

co, miembros del grupc{·tricoteceno, luteoskirina ·y citri­

na (figura 1) (63). 
:· . .,. 1 . . •. 

Entre estas toxinas es de especial interes la patu--

liria, por sus· diversas propiedades tóxicas- i.e: .carcino­

genicidad, Mutaij~nicidad, ~aratogenicidád, Antibiosis y -

otros efectos fisiol6gicos y el gran número de especies -

·capaces ·de producirla· (tabla 1). ·Es·.de consideraci6n --­

tambi&n su estabilidad al trátamiento térmico,en alimen-­

to~ con bajo pff~como es el caso de los jugos y néctares -

de frutas·· ('30). 

Debido a que las especies fungales productoras de P! 
tulina son contaminantes comunes de los alimentos ia pro­

babilidad de contaminaci6n con este compuesto es alta. En 

la naturaleza esta micotoxina es producida principalmente 

por el hongo P~ni~illium expansum que es un pat6ge~o.de 

amplio espectr·o y· tie·ne al ta incidencia· e.n la pudrición -

de manzana y periren pos~ósecha (44). En nu~stro·pa!s -se 

ha detectado una· alta contaminaci6n con Penicillium· spp -

en el almacenamfi~nto de manzana ( l) • Se· considera que los 

productós de manzan~ y pera-co~ lbs. mis suscept~bles a -

sufrii oontaminaci6n por la patulina y aunado·~sto a 1a • 

gran estabi l:ida'd' ·'que present·a ·la m,icotox'ina· en dichos -­

productos · ( 54', 4'6 F, se hace n·é~esa,r-ia, .su cuantificaci6n. 

Por lo anterior el objetivo ·general de &st~' estudio -­

es la eval-~aci6n del ni°vel ·de p·~·t·li~li'na en j~gos dé ··~anza­

na y néctares de manzaná y ,de pera .. exp'en'dido1f. en ll. Ciu-
--~ '1 
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dad de Mixico utilizando la crpmatog~af!a de líquidos de 

alta presi6n como t,cnica de an,lisis y as! poder emitir 

un juicio de calidad de estos productos. 

Para cumplir dicho objetivo general se establecie­

ron los siguienteB objetivos espec1ficos1 

1.- Seleccionar y optimizar el procedimiento anal!­

co para la identificaci6n, cuantificaci6~-y c~n­

firmaci6n de patulina en jugos de manzana y nic­

tares de manzana y pera. 

2.- Comprobar la capacidad de prodµcción de patulina 

de hongos pat6genos· que comunmente contaminan a 

las manzanas: 

a) Por fermentaci6n em medio de cultivo. 

b) Bn manzanas infectadas. 

3.- Muestrear al azar l"as principales marcas de.ju•• 

gos y n&ctares de manzana y pera expendidos en• 

la ci~dad de México. 

4.- Llegar a resultados confiables haciendo uso de -. . . . . 

m&todos estadísticos para emitir un juicio de -

calidad de los productos analizados. 
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Estructuras de toxinas fungales 
~o importantes. 

O OH 

Patulina. 

Citrinina 

Luteoskirina. 

OH 

H 

O OH 

HCO 
J 

Acido penicílico. 

Esterigmatocistina. 

H 
~--.. -R, 

... :O 

Nucleo del tricoteceno. 

Ref; c11) 
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Tabla 1 

ESPECIES FUNGALES CAPACES DE PRODUCIR PATULINA 

l.- Penicillium patulum 

2.- Penicillium expansum * 

3.- Penicillium lapidosum 

4.- Penicillium aelinii •.. 
5.- Penicilli·um equinum 

6.- Penioillium novae-ze.•landiae 

7.- Penicillium diver¡ensis .. '· ., . 

8.- Penicillium griseo-fulvum 

9.- Penicilliun, leucopus 

10.- Penicillium cyclopium. 

11.~ Penicillium urticae 

12.- Penicillium é:laviforme 

13.- Aspergillus clavat1,1s 

14.-.Aspe~gillus giganteus 

:1.5.- Asperg:·ii;lus terreus 

16.- Bissochlamxs nivea 

• Principal produetor de·patulina en ta naturaleaa. 

Ref. (71) 
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CAPITULO I 

1.- Generalidades sobre Patulina 

1.1 Antecedentes 

El descubrimiento de la penicilina en 1928 y su intro­

ducción como agente quimioterapeGtico en los años 40'S de -

este siglo marca un punto importante en la historia del --­

hombre y su lucha contra las adversidades causadas por en-­

fermedades de tipo microbiológico. El gran éxito alcanza~o 

en poco tiempo por la penicilina influyó en la b~squeda de 

nuevos antibi6ticoa, ( un antibiótico es un compuesto t6xi­

co a los microorganismos:para que sea un antibiótico efec­

tivo terapeúticamente hablando, debe ser mis t6xico para -

los microorganismos que para el hombre) as!,pronto se de! 

cubrieron la patulina, la citrinina, la griseofulvina y el 

ácido penic!lico y se establecieron sus potenciales antiba~ 

teriales, sin embargo luego se vió que los compuestos men­

cionados eran demasiado tóxicos para usarse como medicamen­

tos clasificindose entonces como micotoxinas (44).· 

La palabra micotoxina proviene del griego mykes (hon­

go) y del lattn toxicum (veneno) y es u~ida para designar­

a los metabolitos fungal~s secundarios que causan cambios -

patog&nicos o anormalidades fisiol6gicas en el hombre y los 

animales de sangre caliente. La micotoxicosis-es la intoxi­

caci6n del huésped producida por la ingestión de alimentos 

contaminados con hongos (71). 

Hasta el momento se tienen 3 g6neros ~e hongos que son 

notables en la producci6n de diversas toxinas: 

Aspergillus. 

Penicillium. 

Pusarium. 
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Penicillium y Aspergillus sqn l.os·:dos géneros principales 

de hongos que afectan a los alimentos durante el almacena­

miento en el mundo entero (tO). Fusarium es un g,nero que 

afecta a los vegeta1e·s en el campo. 

Las especies de Aspergillus producen relativamente po -
caa toxina,, siendo las principales: aflatoxinas, est~rjg-

aatociatina y ocratoxina, mientras que las toxinau de Pu-• 

aarium son todas derivadas de los núcleos de zearalenona o 

tricoteceno. 

t,·as toxinas con mayor heterogeneidad son producidas 

por la especies de Penicillum y de acuerdo a la l~teratura. 

son tambi&n las que mls se producen universalmento C el -

58•741 de las cepas de Penicillum aisladas de alinentoa -­

enmohecidos son toxicog6nicas). Algunas toxinas do Penic·i­

llum atin no han sido caracterizadas y se desconoc:e mucho . . ·. ~ . 

aobre loa factores que influyen en su producci6n. Bn ocasio -
nes la literatura estl basada en identificaciones equivoca-

das· que hacen .diftci1 ·el he:cho de establecer laa J:elaciones 

correct~• entre especies, toxinas y enfermedades :44). . . 

Las principales toxinas producidas por Penic:.llum spp 

ae muestran en la tabla l~ (44). 

Se han registrado va·rios casos de intoxicnción con 

11icotoxinaa a lo largo de la historia, pero debido a la -

falta de investigaci6n y a .. la carencia de técnica11 par~ .1.f 

calizar al ag~n~e causal de la enfermedad no se los di6 -­

importancia. Bn las épocas anteriores a 1960 solo muy pooaa 

intoxicaciones se r&lacionaban directamente con ¼os h~ 

gos,. entre ell~s ae encuentran las debidas a los basidio-

micetos venenoaos como 1a ·A.manita muscaria y A. ph~,.lloides ------
qüe ·actualmente caen de~t~.~ de la categor!a d~ Jl\!.c:,otoxico-

ais. Bn la tabla l se encuentran las principales aicotoxi­

cosis, las toxinas y los hongos responsables de lu intoxi­

cac16n. Pue hasta 1960, 'cuando se present6 un caso de afla­

toxicosis en guajolotes, que'se denominó enfermednd X de 
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Tabla 2 

PRINCIPALES TOXINAS PRODUCIDAS POR PENICILLUM 

Spp 

Micotoxina: 

Citroviridina 

Citrinina 

Cicloclorotina 

Acido ciclopiazónico 

Islanditoxina 

Luteoskirina 

Ochratoxina A 

Patulina 

Acido penic!lico 

Penitrem A 

P.R. Toxina 

Roquefortina 

Rubra toxina 

Rugulosina 

Verruculogeno 

especie; 

P. citreonigrum, P. mezynskii 

P. citrinum -
P. islandicum -
E· aurantiogriseum 

P. islandicum 

P. islandicum -
!· viridicatum, !· verrucosum 

E• expansum, !· griseofulvum 

E· aurantiogriseum, P. puberu-

fil· 

P. crustosum 

!• roquefortii 

P. roquefortii 

P. purpurogenum 

P. r·ugulosum P. aurantiogriseum 

P. janthiellum ~- simplicissinum 

REF. ( 44) 
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Tabla 3 

MICOTOXICOSIS, TOXINAS Y HONGOS RESPONSABLES DE INTOXICA­
CIONES. 

ENFERMEDAD 

Ergotismo 

Aleukia tóxica 
alimentaria 

Stachybotryotoxicosis 

Enfermed~d fotosensi~ 
bilizante 

Aflatoxicosis 
(enfermedad x de 
guajolotes) 

Toxicosis de fusarium 

Vulvovaginitis 

TOXINA 

Alcaloides ,del 
.·· 

ergot 

Tricotecenos 

No conocida 

Sporidesmina 

Aflatoxinas 

Nivalenol 
Fusarenon-X 
Toxina T-Z 
Toxina HT-2 

Zearalenone 

Toxicosis de patulina Patulina 

Toxicosis de malta Maltorizina 
germinada enmohecida 

Hiperqueratosis Patulina 
(enfermedad x de vacas) 

Ptialismo Eslaframina 

Toxicosis de arroz 
amarillo 

Cictreoviridina 
luteoskirina 
oicloc·1oro-tina 
Citrina 

Ref. (71) 

HONGO 

c1,a~1.~e~s 
purpurea. 

Fui:;arium 
sporotrichioi-
~s,!>. ~ 

Stachybotrys 
.a.tu 

fithomyces 
chartarum 

Aspergillus 
f lavus \• ..P.!..­
ra~it;icus 

Fusarium 
nivale 

Fusariu,m grami­
nearum F. roseum , .. 
Penicillium ~rti--
Aspergillu~ ory&ae 
v!-r. microsporus 1 

Aspetq111us w­
valieri,A. clava­
tus. 
Rhizóctaiiia 
leguminicola 

,Penicillium· citreo-
viride. · 

p. islandicum -P. citrinum 
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los guajolotes, cuando se descubri6·· que ciertos metabolitos 

fungales producian cambios patológicos en el hombre y los -

animales. En estas dos decádas pasadas se·ha demostrado 

que muchas enfermedades de etiología incierta se deben a la 

ingestión de alimentos contaminados con hongos. 

A raíz de este descubrimiento se han identificado nu-­

merosas toxinas haci¿ndose necesaria su agrupación ordena-­

da para facilitar su estudio (71). 

Es difícil hacer una clasificación de las micotoxinas 

debido a que sus estructuras son muy variadas, sin em~a~go, 

pueden agruparse de acuerdo a la ruta metabólica de la que 

derivan, así tenemos: 

1) Micotoxinas derivadas de aminoácidos 

2) Micotoxinas derivadas de la ruta del mevalonato 

3) Micotoxinas derivadas de la ruta del acetato-malo-

nato •. 

4) Micotoxinas derivadas de la ruta de biosíntesis 

aromática (ruta del ácido siquímico) ( 71) . 

Natori (10) propuso una clasificaci6n similar pero li­

geramente modificada. 

Asimismo pueden agruparse d~ acuerdo a los sitios en 

los que actúan (Órganos blancos): 

Micotoxinas hepatotóxicas (hígado) 

Mico toxinas nefrotóxicas (riñón ) 

Micotc;,xinas dermatóxicas e piel )' 

Micotoxinas endocrinotóxicas (sistema endócrino) 

Micot.oxinas tóxicas a los órganos reprodu~tores. 

Micotoxtnas neurotóxicas (sistema nervioso) 

Las micotoxinas son especialmente importantes entre -

la.e- toxin•s naJurales por l<* s.igui~ntes facJ.ores: 

1) Los hongos productore~ ~e t~xinas, estin ampli~-­

mente distribuidos y pueden contaminar a los ali--
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mentos •. 

2) Las micotoxinas pue~en persistir en los alimen,tos 

afectados a6n desp~&s de ia erradicaci6n fungai~ 

Estos hechos favorecen la proliferación de micotoxi­

cosis ta sean esporldicas, accidentales, aisladas o bien 

endémicas y epidémicas (71). 

En la fig~ra 2 se preaentan las probables rutas de -

con.taminacion por micotoxinas. 

La patulina se descubrió como un potente antibi6tico 

produci~o por Penicillum expansum en 1938, despu,s se lo-

_gr6 aislar tambi&n de medios de cultivo de Aspergillus 

clavatus en 1942 y Penicillum clavíforme en el mismo año, 

su nombre actual se deriva del subsecuente aislamiento del 

medio del cultivo de!· patulum sinónimo de P. urticae -

Bainier por .Birkinshaw y Col. en ~943 (47a~, en general -

ha sido aislada de varias especies de.Aspetgillus (Kent -

y Heatley 1945, Waksman 1944, Weisner 1942), de Penici- -
' 

·llum {Birkinshaw 1943, Cbain 1942, Kent y_'.Heatley 1945, 

Wilkens y Harria 1942, 1943) y de Gimnoascus {Karow y Fo.! 

ter 1944), como puede verse en la tabla l. En vista de la 

diversidad de hongos productores de patulina, se le han -

asignado varios nombres, entre ellos: clavicina, clavifor­

mina, expansina, penicidina, micoina c 3 , leucopina y ter­

cinina (47). 

Se utilizó a la patulina como remedio para los res -

friados en 1943 (47a) y como un antibi6tico para el trata­

miento de las infecciones mic6ticas de la piel en 1945 

(47b). Se ~ealizó el prime~ estudio sobre la toxicidad en 

1947, se determin_6 su estructura química en 1949 (Woodward 

y Singh) y se confirmó por la s!nt•sis articifial en. 1950 

(36)°. 

La ruta bios!ntetica de la patulina fue est~di~da ~~ 

originalmente por Birkinshaw en 1953 y continuada por --
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PROBABLES RUTAS DE CONTAMINAClON POR MICOTOXINAS. 

HONGOS DE CAMPO 
HOlf60S 

d• 
,-·--------- - _I/ __ ... , 
1 • 

: Proeuctos 1 
• , r 1 agrtcolas. : 
1 1 
'------ ------- --~· 
,-------- ------ -. t t· 
1 1 
, Alimentos 
t -
: procesados. ; 
1 1 

1 

L---------~---J 
.----- --- - - - - -- - . -, 
t f 

1 Alimentos : 
·: fermentados I 
1 t 
1 hechos bajo , 
: condiciones no : 
1· Sdn Ítd rías 1 L-----~·-- - .,_ ---- __ J 

Condiciones 
climáticas 

Fiquta : 2 

.AL MACEHAMIENTO-

Producción 

de toxinas 

tungales. 

Alimentos 
humanos 

Alimentos 
para 
animales. 

••~ ttuq d• alta proltaltilicl•d. 

Temperatura, 
humedad. etc 

• Ruta prolMble. 

- - -~ Rut• lllf'IIM prONbl•. 

llef: (n) 

l Huma,...os~ 
1 ... ... 

' ... 
' ...":4 

Productos.· Micotoxicosis 
. . 

láctros. a 

de . expE=»rim~n-c:: sr 
tac1on, etc. 

Disposición here­
ditaria, metaboli~ 
mo, tejido bldl'lco. 
etc. 
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EnrensUard (1955), Bu'look (1958), Tanenbaum y Basett - -

(1959),Bu' loe~ (1965), Scott y Yalpani (1967), Forrester 

y Gaúcher (1972), Scott y Col. (1973), Scott y Breadling 

(1974), Murphy (1974) Murphy y Linen .(1975) y.Sekiguchi -

y Gaucher (1978) (12,59). 

En 1966 se realizó la producción experimental de~,~ 

cer por inducción de sarcoma subcutáneo en ratas (10a), 

el interés inicial (como antibiótico) en la patulina dis­

minuy6 pronto debido a su alta toxicidad confirmada en.--

1967 (12a). 

La patulina se ha relacionado con hiperkeratosis y -

otras toxicosis de Aspergillus (1953~1961) en becerros en 
u.s.A. ·(10). Se han reportado varias irttoxicaciones d~ ga­

nado po~ ingestión de alimentos contaminados con hongos -

productores de patulina, una de estas fué registrada en -
Japón (35), la contaminación de malta con P. urticae pro­

dujo la m_uerte de vacas lecheras por hemorragia· en '.Kobe -

Jap6n en 1968 (71j, en Al~mania la intoxica0i6n de g~nido 

con malta germinada contaminada con Aspergillus clavatus 

se relacionó con los efectos t6xicos de la· patulin·a (71). 

La patulina puede presentar un riesgo potencial si -

se ingieren productos alimenticios contaminados por esta 

substancia. A raíz de las evidencias obtenidas de sus efeE, 

tos carc.inogénicos (lOa) y mutagénicos (35) y de su prese~­

cia en alimentos comerciales (55) se ha dado gran 4nfasis 

a los métodos analíticos para la detecci6n y cuantifica-­

ci6n de esta micotoxina. 

Se utilizaron métodos microbi~lógicos para el análi­

sis d~ la patulina bas&ndose en sus propiedades antibi6ti­

cas contra bacterias Gram positivas y Gram negati~as así -

como contra algunos hongos que son sensibles a la pat·ulina, 

entre los microorgan~smos ~ti~~zados están! Bac~llus subti­

lli., Escherichia coli y Staphilococcus aureus en 1944 y -
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1945, corr el mitodo de estría en placa,!• aureus y Bac­

terium ~ en 1947 con el mitodo de la placa cilíndrica, 

con estos métodos la potencia se medía como la m!s alta 

diluci6n de la substacnia que evita el crecimiento del mi­

c.z:oorganismo. 

Se han ideado técnicas para cuantificación en te~mi-.. 
nos de p~ utilizando Agrobacterium tumefaciens con un lí­

mi~e de d~tección de 2-3 p~/ml en 1955 y Bacillus subti­

.ill.! (~:p~/ml) en 1947 usando métodos turbidimétricos y 

de diluci6n respectivamente (65a, 65b). 

En 1975 se desarrolló un método cuantitativo para su 

determinación utilizando Bacillus megaterium, microorga-­

nismo qµe había sido usado previamente para el análisis 

de,atlato~inas en 1966 y 1968 y p,ra ocratoxinas en 1969, 

en ~~te. método se encontró una buena correlaci6n entre 

halo de inhibición del crecimiento y la concentración de 

patulina, con una exactitud comparable a otros métodos no 

~icrobiológicos, pero menos sensible (65). 

Otros métodos incluyen técnicas basadas en la croma­

tograf!a ~e capa fina para la determinación de patulina, 

aplicindose a diversos alimentos susceptibles de contami­

nación con 1~ ioxina: en carne y pro~uctos cirnicos en 

1971 y ~n pan en 1972 (~2), en granos én 1970 (45), en j! 

gos de fr¡utas y harinas en 1968 y 1973 ( 54, 56) y en.1974 

en jugo de manzana en un estudio de colaboraci6n con va-­

rios laboratorios (57). 

El método de Scott y Kennedy de 1973 (56) se adoptó 

como el método oficial de la Asociación de Qu!micos Ana-­

listas Oficiales (AOAC) en 1974, pero en 1975·Cogley en-­

centró que algunos jugos de manzana contenían substancias 

que interferían en la detetminación de patulina po~ este 

método, entre es~as substancias se encuentran la escopole­

tina (62) y el S hid~oximetil furfural (72) ,·· por lo· tanto 

se encaminó la· invei'stigaci6n a técnicas anar:!ticas que eli-
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minaran estas interferencias .pre.sen'l:e,.a en lo.s jugos .~e -

manzana mencionados, empleando la 2,4 dinitrofenil hidra­

zina para formar el· derivado con la patulina en una micr~ 

colu~na y la ~osterior cuantifieaci6n:por la.absorbancia 

a 37$ n~ en capa fina {62). 

In 1979 (~O) se propuso un método utilizando una mez 
' ' -

cla de alcohol isoprop{lico-acetato de etilo pa~a la ex-­

tracci6n y cromatograf!a de capa fina, utilizando acetato 

de anilina como relevador y cuantificando por densitome-­

tr.t"a obtuvieron un límite de det.ecci6n de O. 004 p.g, menor 

al del m6to4o oficial de la AOAC que es de 0.01 pg/ (56). 

Posteriormente se probó la cromatografía en capa fina 

bidimensional para eliminar interferencias en jugo de fru• 

tas en 1979 (64) y en 1980· (42). 

Los métodos que emplean la cromatografía en capa fina 

ae han usado ampliamente en estudios de producci6n, prese! 

cia, estabilidad y toxicidad de la patulina (7,27,28,31, -

32, 30, 39, 41,55,61 y 74), paralelamente se han realiza4o 

determinaciones de patulina en pr?ductos alimenticios uti• 

lizando la tAcnica de cromatograf!a de g~ses en 1970 (47) 

y en 1980 (53) entre otros. Se han desarrollado otros m&­

todoa, uno de cromatografía en papel usado fenil hidrazina 

como revelador en 1956, tres m,todos colorim&tricos (47) -

y otros espectrofotom&tricos (3,46). 

Los avances adquiridos en la tecnología de cromato-­

grafía de ltquidos de alta presión, han hecho de esta téc­

nica una atractiva alternativa para el anSlisis de micoto­

xinas presentando ventajas sobre los m&todos comúnmente -

utilizados: (TLC),(GLC) Cromatografía en capa fina y Croma­

tograf!a gas-líquido. 

Se han llevado a cabo estudios de determinación de -

patulina en jugos de manzana mediante la t&cnica de cro­

matografla de líquidos de alta presión en 1974 (72), en pu­

rG de manzana en 1975 (73), usando fase inversa para su --



18 

determibaói6n en jugo d~ manzana ~n 1978 .(67) y en 1980 

(38). 

Se ha u•ado la cxomatograf!a de gases acoplada a la 

eapectrometr!a de masas de ion simple de alta tes·oluci6n 

para determinar patulina en jugo de manzana en 1979 (64). 
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1.2 Aspectos microbiológicos 

1.2.1 Microorganis~os productores de patulina. 

Se han rep.ortado vario.a microorganismos que ~on capa-.... 

ces de producir patulina como puede verse en la tabla l. 

En general, el 80-901 de las pudriciones totales de 

manzana en post-cosecha se deben a Pen:icillium spp o mo­

ho azGl (1), las especies ·ae Penicillium que son producto~ 

ras ae patulina causan el 66, de·las pu~riciones da manza -
na durante el almacenamiento (42). La especie mi.a imp.or .. -

tante es Penicillium expansum Link, honqo pat6geno que -­

causa pudriciones durante el almacenami~nto' en p~ras y-~ 

manz·ana·s (44), todas las cepas aisladas de !· ex·pan·sum, -

de diferentes frutas hu&sp~d y en di•ersos países prod~~ . 
. . ~· 

cen patulina aunque en un ampl·io ra:ngo de concentracio~-

nes (61,74). 

En nuestro país se han e·fect-uado estudios .:par.a -

··observar la incidencia· de estos ho~gos en· el almacenamiento ,. . - · .. 
de manzan~., uno -de e·&tos ts:tudios (1) .indica que _el ,751. -

. .,. . J?( 

de ·l·as, pirdi:das . son de oi-igen biótico ~le las cuales el 521 
' • • • Q~ 

del' total de pfrdidas ,·y el 69, gel t~tal . ~e pudricione111 .. se 
,; ._· 

deben a Penicillium spp,· no s~ ha en~atizado en la carac-
=· ~ . • . 

terización completa de estos hongos. 

Bn ocasiones!• expansum produce hasta 17.7 mg da pa­

tulina/manzana dependiendo tambi&n.de la susceptibilidad 

de la'variedad, del estado de maduraci6n del fruto y de la 
' . : . ~ 

cepa.· fungal adem¡s de otros factores ambiental~s imp_ortan-. ·' ·.' ., . 

tes (66). 

Penicillium expansum es cap&z de penet,rar en el 1t.ej,i­

do del fruto por v.ía lentice·lar, ·pero· es más :comiín qu·e, .10 

invada por fisuras en la ·c,scara· causac:fas· por,.d·a·iios, mec&.­

nicos o de insectos (44), la pudric;iórí ·e·s blanda de· col.ar 

café claro, ele olor y sabor earácterísti·cos, ·en estado -
. . 

avanzado se desarrolla un polvillo azúl verdoso en la su-

perficie (1). 
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Este hongo es capaz de crecer sobre manzanas y peras 

aGn bajo condiciones de refrigeración a OºC (81) y de -

atm6sfera controlada ( 1\ de bi6xido de carbono, 3\ de ox{ 

geno, 96\ de nit:z:6geno, 90\ de humedad relativa y a o•c)", -

produciendo ~~tulina en el tejido afectado a niveles-signi­

ficativos despuis de 3 a 6 meses de almacenamiento, la~­

atm6sfera controla~a no limita la capacidad de!· expansum 

para invadir el tejido del fruto, pero si reduce la acumu­

laci&n·de patulina a aproximadamente la_quinta parte ~e la 

encontra·da- e:n fr.w~os incubados en condiciones atmósferi-

cas no.controladas (32). 

1.2.2 Producción de Patulina . . . . ,, . 

,La -producción de patulina está ampliamente distribui­

da, encontrindose en gran variedad de alimentos, principal­

mente frutas, sin embargo Stott y Bullerman en 1975, indi• 

caron que solo se localiza naturalmente en 1,:-ic,nzanas,. peras 

y sus derivados C 42,60). 

La producción de patulina en alimentos por un micro-­

organismo capaz de producirla depende de la temperatura, -

tamaño de la lesión y materia huésped, también varia entre 

cepas· aisladas de diferentes huGspedes (11) y otro• factores 

ambientales. Entre los elementos más importantes se ~ncuen­

tran la temperatura y la potencialidad del alimento. para 

soportar la produ~ción de la toxina (21). 

"Para determinar las condiciones óptimas de producci.Sn 

de patulina se han usado-·medios ~intéticos, encontrándose 

que el caldo de papa dextrosa es el que da .mejor~s rendi­

mientos de patulina cuando se usa Penicillum urticae ---­

Bainier: 2.7 mg/ml a 2s•c.por do.s semanas (40) . . Tanto la 

dantida.d· como :"la calidad de las fuentes de carb'ohidratos -

y de ni-t1:6geno influyen sobre la producción de ·patuiina, -

la glucosa estimula su producción (66), además es más --

efectiva que la lactosa para incrementar el 
.. 

rendi-
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mient·o de· _patulina, obten.i6ndose poca produoción cuando 

se utiliza una fuente limitada de carbohidratos (66). Los 

sustratos altamente pr·otéicos, como ·e1 queso, no favore-,­

cen la producci6n de patulina (41), el extracto d~ levadu 

ra Y,el ltquido ~~ maceraci6n del ma!z disminuye su pro--

4ucci6n (66). La terminación de los nutr.(entes ·_nitrogena­

dos estimula la bios!nte~i• d~ patulina (58) y su produc­

ci6n se halla también limitada por la incubaci-6n a bajas 

temperatura (figura 3}, sin eplbargo !, expansum ,Y·!· pa­

tulum produceQ-cantidades considerables de patulina a--: 

o-s•c (61). 

Una alta concentración d~ calcio tambiin inh!be la -

bios!ntesis de patulina (58). 

1.2.3 Biosíntesis de Patulina 

Los hongos son organismos heterotróficos, utilizan -

una fuente de carbono org!nica para poder·: efectuar su me­

tabolismo, principalmente carbohidratadosque· son.metaboli 

zados a co2 y a2o como productbs finales a travis de va-­

ria.s rutas metabéSlicas. Algunas de las más importantes so_n· 

la zuta de Embden-Meyerhof P•rnas para la glucSsis, el ci-
. ' : . 

clo de las pentosas fosfato para el .met~bolismo de las pe.! 

tosas y el ciclo de Krebs para el _me~abolismo de lo~ deri­

vados metabéSlicos de carbohidratos y de Jos leido.a tricar:... 

box!licos. 
,. 

Se forman muchas clases de metabolitos dura~te las!! 
., 

te$is de lo~ c~mponentes ~U!micos esoenciales y dura~te l~s 
' .. , 

prc>cesos involucrados en/la liberaci6n de la energ!a qutm"i 
... . . -

ca,para lleva; a cabo las.reacciones de. s!ntesia. T•les -

reacciones son· e·sencial·es ·en los or·ganismos-· -vivos y a.e 11! 

mari: colectivamente "Metaboli~mo primario" por conveniencia, 

el.metabolismo primario en los hongos es muy similar en -. . ~ . ... . 

prlncipio al de las piantas, a~i~aies y otros organismos. 

Parte de los compuestos de carbono que ingieren estos se- ...... 

res no se c~nvier·ten- c:'onipleta:mente ··a co2 ,· ·H20 ·sino que se -



o 1 N 

--E -"' E -,u 
e: -::, 
+' ,o 
Q. 

t2 

1.Ó I' 
I 

.,. - - -- - - __ .2oºc 
,~ 

I 

0.8 

0.6 

0.4 

I 
I 

I 
I 

' ' 1 
1 
1 
1 

' ' 1 

' • 1 
. 1 , , 

0.2 i: 
I 
I 

¡/ 
ºo 

,, , 

-----.... __ _ 

., , 

. ., ,. . , 
, 

/ 

/., ... 

. .4 

2oºc 

, 
/ ...... 

, 
' ' 

__ ,.,/ 
r-

8 

, , 
/ , 

o 

-- -------- o(' , 
,-- _______ ., __ , 

, , 

12 

P•t uli"•· 

·-----· Cr•ci111i•nto. 

16 20 

4 

3 

2 

1 

Periodo de incubación ( semanas> 

Figura: 3Producción de patulina por p. ~pansum en caldo papa-dextrosa. 

,...:. -E -D' ·e -o 
e 
CII ·-E: 
·~ 
u 

Ret {e1 

/ 



21 

transforman en.' varios m.etabo.litos i.ntermediarios durante 

el proceso ~etab6lico. Ciertos. a~Gcares, (cidos orgánicos, 

aminoácidos, compuestos aromáticos etc., son considerados -

como" metabolitos intermediarios• comun~s Y·• partir de -

estos se forman los llamados "metabolitos secundariosª, a 

tales compuesto_s . se tes conoc·e también. como· produc;os natu• 

ralea. Al contrario de los metabolitos primarios qde son C! 
munes a muchos organismos, los metabolitos secundarios son 

caracter:ísticos de organismos particular~·:ª· .~or ejemplo, el 

colol' característico :~e alguno-~·o-:rgan~sm~s se debe a metabo­

litos secundarios.· Aunque aún: .. po~o c.o~ocido- e-1 !S1gnificado -

de los metabolitos secundarios, estos productos pu~den ser 

tÓKicos o exhibir una actividad f isiol6gica: -característica 

hacia otros organismé)s, entre estos se encuentran ,las mico-· 

toxinas. Como se·ha descrito ( Pág.1ó·)·~e ha ~asifica-

do a las micotoxirlas de acuerdo a 1, r11:ta metab.ólica por -

la que se biosinte~iza-n, la patulina se encuéntra dentro -

de las que se produc·en por la ruta del acetato-malonato --
i 

( 71), se ha comprobado que el .acetil :coA se une con la ma• 

lonil -CoA para producir icido 6-metil s~lictlico f este --
,· 

puede transforma·rsé e·n patülina, por 1~ que ··tambi_eh se le 
•• ,•. • • 4 •: •• 

conoce como un policétido (derivado de poliacetato) (12). 

La ruta metabólica propuesta para la patulina ha sido 

estudiada profusamente, incluso se ha considerado ~omo un 

sistema modelo de la biosJntesis poiicitida ~dela bios1n­

tesis de metabolitos secundarios en general, ~os· iltimos -

reportes publicados han elucidado los ._pasos de esta vía en­

contrlndo incluso algunos cofactore!,~ue se involucran en -

las reacciones enzimáticas C 12, 59) •. ·Loa experimentos se 
' .. 

han efectuado co~ compuestos marcados con elemenuos radiac-

tivos y la ruta propuesta ·se mú'e·strá en la figura' 4 • 

La ruta propuesta por Sekiguchi y Gaucher (S9) corres­

ponde s6lo a 1, .. ps>rción po_st;-:g~nt+_,¡;aldeh!.~fc;:.a ,_ J.~ porci6n -

inicial fué p·ropuesta por·· ·Porre·st·er -y Gauc·her · ·( 12) • 
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Bios1hte$iS de Patulina. 
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1.3 Propiedades f~sicas, qu1micas y estabilidad 

1~3.1 Propiedades físicas y químicas 

La patulina quimicamente en la (4-hidroxi-4H-furo [3,2-

CJ Piran 2(6R)~ona), c7a6o4 , .. es qna. lactona~hete~oe!clica -

0C,l3insaturada, estable en ácidos diluídos y lábil en álca• 

lis ( 3, 42) •. 

La estructura de es: 

El peso molecular patulina es; 154 .12 .dalton y su 

~nálisis proximal, C:54.551 H: 3,931 y 0:41;52\1Son pris-­

mas compactos o placas delgaaas a partir de eter o clorofor­

mo con punto de fusión de lllºC. 

Es solub~e en agua y algunos solventes orgánicos excep­

to fÍter de petróleo. Muy soluble en acetato de amilo o de -

etilo· -siendo este. último un .1'olve~t~ eficie~te _)?ara la ex-­

tracci6n de la patulina en solución acuosa tsll 
Cri-stalizac-ione-s repetidas. en .e ter., benzeno, .clor()~_o_rmo, -

alcohol o acetona transforman a la_,atu~ina en un material 

amorfo insol~ble en todos estos solventes así como en agua y 

ácido ~c6tico glacial (48). 

La patulina tiene actividad 6ptica nula· y,su uv - - -
··A maxHCCl3 a 276. 5 Jl,m, obs'ervándose un cambio en el espec­

tro d'e absor·ci6n cuando .agregamo~ a 1·a soluci6n de patulina 

so2, presentándo~e 2 bandas nuevas "de baja- int_ensidad ;a 238 

nm y 309 nm: figura 7 _( H), Los valores de infrar.rojó ._ - -

( d. max acc1 3 cm-1 : 3580, .3025, 178~, 1755, 1680,·;1,~~o, -
~410, 1260, 1160, 1096, 1os·1, 1035,. 99B, 910, 922_, e··?~, e52, 
' . + . ' 
826, 808) y en espectroscopia de masas (154 (m ,. 32.9), --

13 6 e 2 2 • 3 > , 12 6 < 4 s • 3 > , 11 o e as • J > , g 1 . < 2 2 • 41 , a 2 e 3.9 • 9 > , -

s s u o o> ) • e se, 



24 

El espectro de masas de la patulina se muestra en la 

figura 8, y sus valores de resonancia magnetica nuclear -

asignados se muestran en la figura 9. 

Espectro de masas de patuiina: . . 
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-1. 3. 2 Estabil'idad 

Es importante conocer -si la: patulina es estable en -

alimentos como las frutas , jugo de frutas, granos, hari­

nas blanqueadas etc., bajo condiciones en las cuales ellos 

ae almacenan y procesa. 

Una vez producida la toxina en el alimentos,la esta­

bilidad de ia misma serl ~1 factor detérmin¡nte paii saber 

que tanto permanecerá en el alimento y a que nivel, siendo 

Este un !~dice para establecer el ~eli~ro real,o potencial 

de la contaminaci6n. 

De acuerdo a la naturaleza del alimento so:n t·res lós 

fact~res que influyen en:~ la estabilidad de la ·patulina:·.- el 

pH, los grupos sulfhidrilo (SH) eri el alimento y ·1a canti­

dad de agua (Aw), y de acuerd~ al proceso ~ue sufie ~l ali­

aento: el tratamiento t,rmico, 'la adici6n de preservativos 

como el so2 y la ferment·aci6n. 

La patulina es estable como antib-iéStico en, suero, pus 

rorina y soluci6n acuosa a pH de 3.3 a. 6.3 (30), perdiendo 

~us propiedades despu&s de un largo per!odo de permanencia 

en soluci6n acuosa: figura 5 (46). 

A medida que aumenta el pH a partir de. 6.~ hay una -­

destrucci6n proporcional de la patulina. 

Al adicionar patulina en alimentoa &sta desaparece en 

varios de ellos atribuyéndose esta desaparic-i6n a la reac­

~i6n que p·resenta con los grupos SB de los amino,cidos --
, 

contenidos· en las prot-etnas · (4) ·;·se ha encontrado por. ej,em-

plo que en el jugo de nara'1ja existe una r,pida destrucc,i6n 

~e la patulina, debido· eato no ·al efecto del pH~ sino.a los 

niveles presentes de compuestos SH en el jugo (O • __ 02-Q. 03 -

m··moles de ·grupos· SH/lOOml de jugo) .(S•O, mi~en-tras _que la 

eat'abilidad de la patulina e~ j.ugos de . manzana; '3! uva l)Uede 

se'Í' at'ribuida a loa bajos niveles: de .g·rupos .s~ presen~es -

en eí "jugo co.-óo3m moles de grupos SH/ 100ml de ju,g;o) ·. (54). 
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cuando se agrega cistelna a una soluci6n de ~atulina -

rápidamente se torna icida, de. colo~ amarillo,· el pH descien­

de de 6.5 a 2.5-2.6. y hay precipitación de material insolu­

ble. 

Los resultados indican que un mol de.patulina reaccio­

na.con mis de un mol de ciste!na, existiendo un incremento 

en la velociclad de reacción si se agrega una base a la soluci5n 

( 4 ) • 

El· mecanismo de reacci6n entre la patulina y los gru-­

pos SB es complejo y puede ser postulado mediante la adición 

tipo Michael del grupo SH al doble enla~e de la lactona O:, 

e in.s~t.urada de la patulina ( 4 ) • 

S~ propone para la reacción de adición de ciste{na ·y 

glutati6n ~~ siguiente forma: 

+ 
CSH 
GSH 

Radical ci.ste.S:1\a . 1· Ri= G-s~ 
Radical glutatión a R,= C-S-

( 52) • 

s1·n embargo la reacc.ión de la patulina con la ciste1na 

no resulta ser tan simple como el ·esquema anterior lo de-­

muestra, ya que se han· obtenido varios productos de reacpi6n, 

cuyo ~Gmero d•pende de las condiciones en las cuales se lle 

ve a cabo ésta. Basta el momento no se han aisl.ado ni carac.­

terizad~ ninguno de loa aductos resultan~~ª de la reacci6n 

clste1na- p'atulina (4, 27) ·• El intento por separar e ide_!l 

tifi·car estos compuestos. ácidos por cromatografía en columna 

y cromatQgrafía de líquidos de alta presión, as1 como por -
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e,pec-trofo-tometJ:.'.Ía de infrarrojo y resonancia ma9nético 

nuclear dieron re¡su.l tados negativos ( 4 ) • 

Sin embargo estudios re~ie~tes reportan que esto's pro­

ductos ácidos (desconocidos)· ti~nen poca toxicidad ( 18) (27). 

La estabilidad de la patulina se ha estudiado en gra­

nos,observindose que su concentraci6n disminuye con el tiem~ 

po despufs de _la adición, e~contrt~do~e que la cantidad de 

agua libre (Aw) influye en la velocidad de reacci6n entre_:. 

la •t.oxina.. y los grupos SB, posiblemente por su acción co-· 

mo solvente (18). 

Se considera a la patulina .inestable en maíz húmedo,­

trigo, sorgo, cebada, harinas, pan blanco, queso y jugo ·de 

naranja y estable en jugo de manzana, jugo de uva y maíz -

seco: ~igura 6 •. ( 46,. 30,. 1~,--.41 ) • 

Wiesner en 1942 fue el primero en reportar la estabi~ 

lidad té:r:mica de la patuiina en solución .. acuosa .(3oai, pos­

teriormente se encontró que en la velocidad de destrucción 

térmica de patulina en solución acuosa influye el pH como 
•. 

parámetro fundamental. 

En la tabla 4 se muestran los parámetros de destrucci6n 

t,rmica (va~ores D y z) en funci6n del pH, para establecer 

la cinética de destrucción de la patulina, los datos mues­

tran que la patulina es resistente a la destrucción térmica 

a todos lo-s. valores de -.p-H desde 3. 5 a 5. 5 indicando que la 

patulina es más estable en soluciones ácidas (30). 

En los jugos d~ uva y manzana en condi~iones normales . . 
~lash de pasteuriza¿i6rt (90ºC pór 30 seg. b ~ 10~C por 20 

min.) la patulina es bastante estable, lo mismo que a 

SOºC dur-il°n'te· 10-20 m·in o .a lOO~C por 15 -min a. -un pH de 2 

~54) y mediante el proceso de despeótinizaci6n en manzanas· 

calentando a 87-89ºC se reduce· el contenido de. patql.ina solo 

en un 201 del contenido ori"ginal. (67.) .• 

El S?2 se ha utilizado como un agente qulmico en la-¡ 
.............. ~ . -~ - .;, 
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• Parametros 
Tabla 4 

termicos de 
. . .. ,nact ,vac 10n 

de la patulina 

CONCENTRACION INICIAL DE PATULINA~ 
( 100 - 110 >'o/mi ) • 

temperatura valores "O" (min > 

c·c > pH 3,5 

105 1058 

110 744 

115 527 

120 37S 

125 2óS 

,, .. 
valores z 33.4 

raH 4,5 

695 

444 

334 

230 

167 

31.6 

pH 5,5 

1f>7 

109 

71 

48 

33 

27.7 

"Q'º T l&MPO NECS$ARt0 PAIU REDUCIR LA CONC.ENTRAClON 

De PATULI NA A UN tO 4½ 

RANGO OE TEMPERATURA EN ·EL CUAL se PRODU.CE 

DE 8 O 0 -'-o DE 11D11 UNA Rl!DUCC ION ,. ,4 
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preservación de· alimentos, se a·tirma ·que la a·finidad de la 

patulina poi el so2 tiene poco alcance a conce~traciones ~-. 

por abajo de· 200 pplil. mi'entra·s 'qu·é i·· 2000· ppm se com.bina co·~ 

la patulina en un 90\ ( 3 } • 

~a. r~acci6n ~e la p•~ulina_ co~~l_$~2 en··soluci6n acuo~ - . 
sa: involucra la adición del ion UlS0 3 ) al sistema de lacton;a 

conjugado en forma similar al postulado para los compu~stoi 
. ! : ,_ 

con grupos tiol, atinque es posible tam~i6n qu~ el grupo HS03 

se· adicione a la función aldehído del enlace hemiaceti·1 de -

la patulina (46). 

Así entonces se prpponen dos tipos de reacci6n d,1 soi 
co¡n la patulina: 

a) Reversible¡ reacci6n de la funci6n aldeh!do ~~l an~-
i 

llo hemiacetilico para forlil.ar el t!pico carbohilo hidroxis~l-

fonado. 

b) Irreversible; cuando'ocurre una reacción con ra doble 

ligadura conjugada de la lactona y la consecuente apertura -

d~l anillo ( 3 ) • 

La patulina disminuye su contenido cuando las levaduras 

actúan fermentando el jugo de manzana; cerca del 901 del con-. . 

tenido de patulina desaparece durante la fermentaci6n (3). 

Lovett y Col ( 31) enconti·aron que la ext~rj;>ación cuidado­

sa. del tejido enfermo de manzanas infeQtadas con hongos produc­

tores de patulina, disminuye el contenido de 4sta en un 9i~991-

independientemente de la temperatura de incub~ción,.la cepa,fun 
.. : -

gal y la variedad de manzana. 
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1.4 Propiedades tóxicas de la patulina. 

Para ~nvestiga~ lo~ factore~.tóxicos se hacen experi­

mentos de actividad biol6gica denominados bioensayos, que 

son determinaciones de la potencia de un determinado agente 

por medio de un indicador biológico. El indicador biológico 

es la respuest~.me~ible provocada por el agente en cuestión 

en 'un organismo o tejido. ·se han empleado· n·umerosos ind-i·ca­

dores biológico,_para proba~-i~:toxicidad de las micot~•i­

nas, entre ellas se tienen organismos (animales de experi-
. 1 • 

mentaci6n), ·órganos o tejidos aislados y microorganismos --

(70) • 

En las investigaciones ·usando, ari·imales de experiment'a­

ción se analizan los efectos externos y diferentes órganos 

hi·stológicamente al admil'l~strat' la· toxina por diversá-s ·:-·­

vías. El desarrollo de la t¡cnica de cultivo de tejidos -­

lra provisto al toxicólogo de una arma sumamente importante, 

ya que proporciona un ·material biológico simple para la de-

.te~ción y esti~,ción de los efectos tó~~~os, el agente ~ó~~-­

co puede ser analizado directamente con detalle en el medio 

ambiente simple y cuidadosamente-controlado del cultivo de 

tejido. Los microorganismos son especialmente adecuados pa­

;~. mostrar los ~osibles efectos mutagénibos de la toltina ··ya 

que pueden observarse ~ientos de generaciones en un corto­

plazo (11). 
\ 

Para'· el estü4io de la toxicidad de la patulina se· ha· 

hecho uso de los indicadores biol6gicos mencionad6s·en lo$·-· 

parráfos anteriores y a dado lugar al descubrimiento de las 

siguientes características tóxicas: carcinogenicidad, muta­

genicidad, teratogenicidad, antibiosis, fitotoxicidad y otros 

efectos metabólicos y fisiológicos. Con estos estudios se 

han establecido los valores de to50 para varios animales de 

experimentación por diferentes vías (tabla 5). 
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Tabl4 5 

Valores de Lo;0 de patulina pará diferentes especies. 

LOSO 

32. 5 .mg/Jcg 

29 mg/kg 

25 mg/kg 

170 mg/kg 

68.7 ag/kg 

2.35 mg/kg 

5 119/kg 

10 mg/kg 

0.3-0.7 mg/lcg 

10.4 mg/kg 

Especie 

~atas Sprague Dawley 

Ratoties macho NMRI 

Ratones 

Gallos White Leghorn 

E111b;-~6n, de pollo sin 
incubar 

Embrión de pollo de 
~ dias ~e incubaci6n 

Ratas 

Rat6n 

Rata y ratón: 

Perros 

Vía de admi- Ref. 
nistración 

oral ,, ) 

oral ( 31) 

oral (~) 

oral (19) 

saco de (4) 
aire 

saco ,de (4) 
aire 

Intrape- (14) 
ritoneal 

Subcut&neo (7tJ 

Intraven~sa (48) 

oral (41) 

* Dosis de patulina que mata.al SO\ de los animales de ex­

perimentac,ión. 
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1.4.1 Carcinogenicidad 

En· los estudios de toxicidad crónica de las micotoxi­

nas se ha dado énfasis a los efectos carcinogénicos, en• -

1966 Dickens y colaboradores realizaron una evaluaci6n de 

los compuestos que contienen una estructura lactónica y -­

sus posibles propiedades carcinogénicas, varias micotoxinas 

eritre ellas la patulina indujeron sarcomas locale~ ert ratas 

por administración subcutinea en un período prolongado de ex­

perimentaciÓni la patuliria tiene una potencia ~arcino~énica 

al ta-media como puede observarse en la figuta.10 ( 71) • ' 

Por vta oral, en ratones y ratas no se producen cambios 

carcinogénicos aparente_mente porque estos animales son resis 

tentes a la ingestión de la micotoxina (71), en pollos se -­

han inducido lesiones hepáticas por ingestión prolongada de 

patulina ( 71) • 

1.4.2 Mutagenicidad 

Las propiedades mutagénica~ de la Patulina se han de-­

mostrado mediante el uso de mic~oorganismos y cultivos de -

c,lulas de tejidos animales, vegetales y humanos. 

La acción mut!gena de la patulina se debe a la inacti­

vación o mutación del material genético. Estos efectos se -

han investigado detalladamente, entre los más notables en-­

contramos que: la jatulina inhibe la divisi6n celular, la -

división nuclear o ambas en bacterias1 plantas y cultivo de 

tejides (35), principalmente en la mitosis (25): en la mi-­

tesis de huevos de salamandra ha causado ruptura cromosoma! 

( e ) ( 71) ; y al te ración de los husos mi tóticos ( 8 ) : inhí­

be la síntesis de DNA y RNA, esto se ha demostrado por ex-­

perimentos con precursores marcados (10) (19), a un nivel 

de 100 ~9/ml inhíbe la síntesis de RNA en un 30\ en el nú-­

cleo de hepatocitos de rata, este efecto puede explicarse -

por la inhibición de las enzimas RNA polimerasa I (31~ de -

inhibición), de la ~NA polimerasa II (87\ _de inhibición) -

y de la BNA hibridasa (62\ de inhibición con 50 pg/ ml) - ~ 



-~-

'? 
,10 e 

36 

attl:tdativCJ. de, :actonas_ ~ar.éir,og,niéas :(oi~s.} 

1r.=-~ '···· 
; 

~s. díbll. 

1 
1 
1; 

. 1 
I' 
t 6 

éOOHe e 

·¡ 9'·· n 
¡.· .. e .,.,-.~ 

2,• Aflatoxina G~ 

J.- JI propiolac:to11a 

t,- hnic:iÍha G., 

1.- Oaido da¡,- fl • dia.t;U tri••~Ueno 

6,• Acido 6·~aino panicilianlao 
7,- fat\lliná 

l.• aovlilido 

I,• Protoanaaonina aatllice 
'• . 

.,. . .· e 
.t n. ·, CA",~ • . e . 1 
1 

lit,• Aállidddo addc:o '/ ct_a~ivadoa «. ¡, aa-ath11Hoa 
u.- atdradn.Í ma)éS.c:a .. . . . . . 

-~2.• Acido pui~i1ico 

-!3.• Acido paraalirbico 

u-.- &cido cc: -•otil- ·. tetr4nic:a 

15.- Lactoita de ac:idq 2 haaa=ico 

16,• Sarcoaicina· 

,p,.;. ftAn9,l,1c:a'lactona. 

11:.~. Anhfdr.ld~ ·a11ccb~cb 

it.~· 'Lac:tona ~·i i.cido ··-..·~haÍianoioci 

20,• Car'bonato ,da viniléno·• 

21,• Pan1l•vini1 cetona 

_22;-: Ác:ido .dehidr_oaclli'Uco 

u.:.: á~ido cad_~ico 
24,.:. Cuaartn·a . 

:25,~~ ·&i::_ido ,..hid;_;.oxipiopi6ni~o· 

·~f,·.-· ,hluto da •,;,iÚo 

21 ."• •-•~U aalehtida 
-· • ,¿· • 

za, -· batirolacto1t11 
• • 1 •• • 

• H •• ~·ce, .Ai19ll1c:a tác~onli 

~o.- ·Lactóna del .lc14o 3'. hexeno!co 

•oTA, El potencial c:arcinaglnico aatt dado por la poai­

ci6n en la tabla, no por la nuaaracilin aai9 nada. 

Figura: .10 
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( 71·),. -Oon. esto;: sé afe:cta. el. pi;:Qceso .d,e transcripci6n e'1 la 

s!ntesis.de prote!nas. Jambién. in~!be el paso de,elong~ción, 

Y· probablemente e1.,aso de iniciaci6~ en el proceso de trans 

laci6n de la stntesis de proteína$:en células de Hela y de 

Chang de hígado humano y en lisado de reticulositos de cone­

jo (11). Se ha observado la inhibici6n de la stntesis de -­

proteína~ en vivo, aunque este efecio puede deberse al impe­

dimento del tran~porte de aminoáctd~s a través de la membra­

n~, que produce la patulin~ (19). ~tro efect~ de la micotoxi­

na es la induceión,,de un alto porcent.aje. de· células polipl_oi­

des de leucocitos humanos cuando se exponen a ~ivele~ de - -

O. 54 pg/ml ~71 ~. 

~n. forma general, los efeQtos tóxico• y mutagénicos de 

la patulina varían con la fase del ciclo de crecimiento de -

las células t;atadas (35)_ •. -

1.4.3 Teratogenicidad 

Otro de los efectos tóxicos que pu~de ejercer la patu-
. ~· -

lina es la teratogenicidad; son pocas las micotoxinas que -

han demostrado ser teratogénicas: las aflatoxinas,.ocrato-­

xina, rubra toxinas, patulina ( 4 ) y ci trinina ( 5 ) • 

El pripc_ipal indicador bio~óg~co empleado para demos-­

trar ~sta propiedid ha sido el ~mbrión de pollo en distin-

tas etapa~ de incubaci6n. Los e~ectos teratoginicos ~e presen-
• 

tan primero en los huevos 
• ~ • • ~. • • 1 

incyba,oa ~or 4 d1~s, que e~ -

los no incubados, la dosis para pro~~cir anormalidaQ~s es -
. . . '• . : 

m~~or, par,a _los embriones de_ ~ dí~s ( ~-2 pg/huevo)qu~ ~rél lps 
. . . . ' . . ;· . ' . .•. 

no incu~ados (10 )lg/huevo). El porcentaje de embrio~es que .. . .··. 

muest-ran efectos teratogénicos es alto (471 de los sobre-­

vivientes; 1ndic-~ .de. supe·rvi.venc.ia:· 6.41) a un• nivel de l »9/ 

huevo. Los efectos observados son variados pero predominan 
•• ·._,.; • ·, •••• • .. · • •• •• ¡. • •• l_· ' •. • • 

el pie deforme, el tobjllo.volteado, los embriones son m¡s 
• . } • • . - • • ,• .'· : . . j • '. . • . ... : ~ • ,'. ~ 

pequeaos que el testigo,( 1:1.9).en p~sos aislados se pr•-
• • • • : '· •• : • • • • .;.. • • • ¡, • 

sentan exencefalia, exoftalmia y picos cruzados defor~es -

( 4 ) • 
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No se han observado efectos teratog,nicos marcados -

por ingestión de patulina, salvo algunos casos ~e dis~inu­

ción de tamaño en la generación subsiguiente en ratas ali­

mentadas con alimentos adicionados de patulina ( e ) ( 13). 

1.4.4 Propiedades Antibióticas 

Las propiedades antibióticas de la patulina fueron las 

que condujeron a su descubrimiento (44). Es un antibiótico 

potente que afecta a todo tipo de bacterias independiente­

mente de su reacción a la tinción de Gram, así como algu-­

nos hongos. Su principal efecto radica en la inhibición -

de la respiración aeróbia. Su toxicidad es mas notable a -

los microorganismos en la fase exponencial de crecimiento~ 

( 35) • 

A sus propiedades antibióticas se deben probablemente 

algunos de los efectos tóxicos encontrados en la administr! 

ción oral de la patulina a ratas, como se discutirá poste-­

riormente ( 6 ) • (Pag. 42 ) . 

1.4.5 Fitotoxicidad 

Se ha sugerido que la patulina juega un papel importaE 

te durante la acción patógena de Penicillum expansum en las 

frutas que infecta (81). Así como la filostina, precusor de 

la patulina (pág.22),tiene propiedades fitotóxicas que pro­

vocan marchitamiento de las hojas de tr,bol cuando lo infef 

ta Phyllosticta spp (59), 1a patulina ha mostrado su fitoto­

xicidad en replante de manzanas y en el crecimient~ de tri­

go. ( 11 ) • 

1.4.6 Otros efectos metabólicos y fisiológicos. 

La patulina causa la inhibición de numerosas enzimas,­

in vitre e in vivo, entre ellas la adenosin trifosfatasa de 

eritrocitos humanos (14). Otras enzimas afectadas son : 
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La ade.río·sin trifosfatasa Mg ++ dependiente Na+ K+ esti­

mulada de cerebro de ratón, riñón e hígado in vitro, (43), 

la aldolasa y la deshidrogenasa láctica de mGsculo d~ -cone­

jo (~3), la deshidr.ogenasa alcoll&.lica de levadura , la des­

hidrogenasa succ.!nica, la carbqxj.lasa¡_ la oxid·asa de. NADP· -

(14), la ·transaminasa siric~ del ac. glutimico-oxilalacetato 
. . . . . . . 

de ratas (vía oral) (14), y enz~m·as de .la. respiración_ a_ero­

bia (3&). 

Los valores de ID50 (concent-ra_ción .. de p.atulina r-e.qu~­

rid·a p-ara- dis-'in.uir en _so, la actividad e_nzimltica) se p.re~ 

senta~ en la tabla~. 

·Asimismo afect~ algunos procesos celulares a ·nivel de 

membrana como la absorción de glicina en reticulocitos, pr! 

sumiblemente por .unión d-e la micotoxina con el ~entro de en­

lac~·. de la -glicina en las. membranas 4e~ reticulocito (71); 

al transport_e ~e- •minoácidos :ª trav.és de _la mem~rana ( 11) ·y 

la.absorción del pot·a,s;ic;, e-~ e-ritrocitos humanos (.43.). 

En pruebas de contacto con patulina se producen edemas 

internos y una capa keroidea en el sitio de r·eacci6n en t:eji 

do darmico de-hombre y· d~. conejo (71) • 

. ~as ratas inyectadas con patulina subc~tánea o intrape­

ritonealmente sufren de edema pulmonar, hemorragia interna -

y congest~6n de capilares de h~gado, bazo y riñones, eleva-. . . . . . .. ~ . 

ci6n de la gluco~a sanguínea, edema y degeneraci6n de la --

corteza cerebral y reducci6n .de la cuenta de linfocitos (43) 

(14), en ratones produce síntomas nerviosos, hemorragia cere­

bral y ··muerte ( 43), así·· como la pro·ducción de tumores en el 

sitio de aplicación ( 14, 71 ) • 

Al administrar oralment~ patulin~ ~ pollos s, o~serv6 

el ,1g~i~nte patr6n tóxico: apa~ía despu¡s d~ una hor~ de -

1- admJnistraci6n, a las doce horas~ se presente acumulaci6n 
. . . ' :- .. · 

de fluido en la ca~idad peritoneal y el buche acuoso, en el 

período entre 16 y 48 hras., se encontró intensa 
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en el tracto digestivo, particularmente en proventr!culo, -

molleja e intestino (29). 

Cuando se administra or~lmente la patulina (1.5 mg/Kg) 

a ratas se produce distensi6n gaseosa a lo largo de todo el 

tracto gastrointestinal {.a~ 2~) se observa un marcado -

efecto antidiurético (~), pérdida de peso proporcional a la 

dóiis ingerida y disminución del !ndice de prefiez ( 8 ). 

Se ha estudiado el destino de la patulina en ratas ali­

mentadas con· la micotoxina marcada con carbono 14 y a las 

24· horas siguientes a la in~estión se excreta el 351 de la 

radioactividad en orina y heces, un 1-21 se elimina como -

co 2 , de 2-31 permanece en los tejidos y en la sangre por -

más de 7 días. 

El principal sitio de retención y persistencia de la -

radi6actividad son los eritrocitos, como consecuencia el -

hígado, el bazo, el rifi6n y los pulmones son posibles si-­

tios de acumulación. No se detectó patulina intacta en la 

o~~na o heces, por lo que es posible que la radioactividad 

detectada en los eritrocitos se deba a fragmentos metabóli­

cos o a metabolitos conjugados a componentes célulares - -

( 7 ) • 

Los síntomas en perros después de una dósis oral de -

10.0 mg/Kg de peso son, lctürgia, anorexia, hematemesis, 

diarrea, hemorragia pulmonar, edema y hemorragias lumina­

les del tracto gastro•intestinal. Las dÓsis subletales no -

afectan drásticamente a los pulmones ( 48, 4~). 

En primates la administraci6n oral de patulina produce 

una disminución de la actividad de la fosfatasa alcalina sé­

rica, proporcional a la dósis, se observa un rechazo de la 

comida adicionada de patulina a niveles de Smg/K~ que puede 

deberse a que los monos (Macar.a nemestrina) reconocen el -

sabor de la patulina y lo asociari con una tensión física o 

un sabor desagradable (14}. 
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Tabtt f> 

Valores'··de ID~ó de patulina para algunas enzimas .. y procesos 

celulares~· 

2. X lOT- 4-. M 

-s l X 10 M 

.; •5 
1. 7 X ll) . M 

-·6 
6. X 10 M 

-s 1.7 X lO M 

2 X 10-4 M 

3 
:."·-: -4 

X 10 M 

·1. 3 X 10-s M 

Enzima ó p~oceso -celular· 
afectados. 

Tr~nsla6i6~ (~!nt~sis ~~;~rotelnas)_ 
en retioulocitos de conejo. 

Transcripéi6n (sÍntésH1 de proteínas)·, 
en reticulocitos de $:Onejp .• 

Transporte de aminoácidos.a través 
de membrana ..... · 

Transl-a-ción y ·transcripción, en•: cé--­
lulas Hela . . 

síntes'ié de:' proteírt'as '( 40\ de'' inhib1.;.­
ci6~) en células de Chang de ~!gado· 
humano. - f . . .-.e. 

Replipaci6n en células Hela 

, Sí-ntesis de. ·ltNA .(60.~ de i.11hipici-p,n)­
en :células de Chang de hígado huma­
no. 

.... '+ 
Absorción de glicina Na dependiente 
en, reticulooi tos. d-e·. ,pol-ko; , , . . . .. . . . 

Adenosintrifosfatasa N~+:, K+ dependien­
te de cerebro de··rat'Srt. ·:·· 

j . '.) ~;, 

Aldolasa de m6sculo de .conejo. .· .... . ~' 

~ef. 

( ,., ) 

.. 

(19 ) 

·( 1,) 

e 19 ) 

( 19 ) 

( 71 ) 

{43) 

( 71 J 

* Co·ncentr.aci6n· de patu.li,na. · n,ecesari·~ para, inhibir la a.ct:i:vt,~ad 

eri,-zimltic·á o -proce·-so ·-aelula-r. en ~n SQ\ •; 
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1.4.7 Mecanismo de acción de la patulina 

Bxisten varias hipótlsis sobre el modo de acción de la 

patulina. Varios gtupas de investigadores han propuesto que 

la patulina reacciona qu!micamente en los grupos sulfhidrilo 

de los sistemas enzimáticos o metabólicos vitales. El proce­

so involucra una adici6n tipo Michael ya especificada en la 

s,9~ión 1.4_.2, observaciones posteriores han demostrado que 

la patulina i-eacciona muy lentamente con la ciste!na y que --

1~ reacci6n requiere.alt~s concentraciones, esto parece con­

tradecir esta proposici6n. 

Ademls se ha encontrado que no ocurre reacción entre -

la patulina y la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa que 

tiene grupos ,a en su centro activo (46, 4, 19) •. Sin -

embargo parece ser la· explicación mas congruente del efecto 

de la patulina aobre las enzimas y otros procesos celulares. 

Con los estudios de la ruta metabólica que sigue lapa­

tulina en ratas { 7 ), se encontró que no había excreción de 

.Patulina intacta, por tanto se postul6 que cualquier efect·o 

t6xico encontr.ado en animales después de la administración -

oral de la micotoxina puede deberse a algún(o•) producto(•l 

biotransformad~ s) aGn sin identificar. 

Algunos investigadores han propuesto· que la patulina -

se transforma en solución en el agente tóxico verdadero (46), 

pero no se ha probado tal hecho. 

Por otro lado, el efecto antibiótico de la micotoxina-, . 
sobre la flora gastrointestinal norma1 puede provocar un so-

brecrecimiento de las bacterias productoras de gas en el in­

testino, ·lo cual explicaría el problema de distensión gaseo­

sa del tracto gastrointestinal en la administración oral de 

la patulina en ratas ( e ) . 

El efecto biológico de la patulina puede modificarse en 

funQiÓn de la especie (tabla S) y de la acción sinergista de 

otras micotoxinas especialmente la citrinina y el ácido pe­
nicílico (48) que pueden producirse a la vez en manzanas infectadas con 
Penicillium expansum (5). 
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CAPI1rUL0 II 

2.- Procedi~iento general para el an&1isis de micotoxinas. 

La~ micoto~inas tienen una serie de propiedades que -
1 

causan· 9raves implicaciones en los aspectos nutric:.ional y 

económico, esto ha promovido el desarrollo de métodos sen­

_sibles y precisos para su determinación en alimentos huma­

nos y animales. 

En 9eneral se han desarrollado dos tipos básicos de· 

pruebas para detección de micotoxinas: 

Pruebas biol6gicas 

Pruebas qubaicas 

Todos los procedimientos químicos empleados para el -

análisis de micotoxinas se componen de los mismos pasos bá­

sicos. El prim_er p•so es la remoción de la toxina del ali-­

mento por extr_acción con solventes, desafortunadamente los 

disolventes solubilizan otras substancias que pueden inter­

ferir con la detección d~l tóxico, por lo que es necesario 

separ~r la substancia ~eseada lo mas posible de las intei­

ferentea y finalmente separar y medir ~or una técnica ade~ 

cuada, generalmente cromatograf!a, los niveles de toxina. -

En resúmen los pasos a seguir son: 

Extracci6n 

Limpieza 

Separaci6n y detección 

Cuantificación 

En las pruebas químicas se encuentran una serie de fac 

tares que los complican: 

a)° Las micotoxinas se encuentran en diferentes produc­

tos necesitando un· procedimiento dé extracción especial. Un 

procedimiento de extracción adeeuado para un producto puede 

ser inadecuado para otro. 
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b) La cantidaa de toxina es pequefia. 

c) La distribución en produ~tos naturales es irregular 

d) Las pruebas son inespecíficas y requieren pruebas -

confirm~tivas posteriores~ 

Los métodos usados en el análisis de micotoxinas en a­

limentos prieden clasificarse en tres categorlas. 

Métodos de visualizaci9~: pr~cedimi~nt~s rápi~os de .lo­
calización y visualización de las ~icotoxinas en alimentos. 

Métodos presuntivos: p~ocedimientos para identificar y 

cuantificar los niveles de i6xina en el alimento. 

Métodos :confirmativos: ·pr.uebas para· identif ica.r la toxi 

·na. 

Esta clasificación es ampliamente recomendada por la -

Comisión del Cod'ex Alimentarius (11 ) (63) . .. 
Par_~ reproducir co.n exactitud los resultados se lle.van :a 

cabo co.mparacionef.a de métod~s Y. estudios co.laborativos par.a 

deS.~rrp_;l!ir otros nuevos y mejore~ ( 57, 56 ) • 

2.1 Extracción 

Antes de realizar cualquier paso es sumamente importan­

te llevar a cabo la preparaci6n. d~ la muestra,que consiste -

en tomar una muestra representativa,= .pesarla o medir el vo­

lúmen y homogenizu,la~ 'E·Sta es una etapa crítica sobre todo 

en este tipo de muestras· de origen biol6gico. 

(Tc:;,da~ las .. lJlaniP.u~ac,ioJ'.leS deben efe,c~u~r,se cuidadosamente),. 

Una vez preparada la muestra, ·s·e debe emplear· el . .-p·roce­

di~i~n,to :de .extr~cción que. proporc.iol)e .. el ~.a~~-r f.endimiento 

d.e mi.cot_ox.ina extraída ( 50) • 

Exi'sten ·:muchos procedim-ie,ntG>s de ·extracci·ón qué ·ha,n ·;si_ 

do disefiados para una micotoxina o·muestra espec!tica. 
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En el caso de la PJtuli~a se utiliza como disolvente 

de extracción el acetato de etilo en casi todos los m,to­

dos ~eportados y .és. el que se usa en el m,todo oficial de 

la AOAC ( 20) para jugos de in,ap.zana. 

Este prociedimiento de e~ttacción se basd·en la Ley·de 

distribuci6n de Nernst, que establece que una substincia se 

distribuye entre dos solventes intliiscibles: hasta que en el -

equilibrio se alcanza una relación coristante de las activi­

dades de 1a·substancia en los dos solverites, a una tempára• 

tura dada. Cuando se trabaja con soluciones dilufdas, domo 
en éste caso, la actividad es pr,cticamente igual a la con­

centrkcion. La relación constante se puede expresar enton--
ces como: 

K·=...fa._ 
e·· A 

La constante K se llama aoefícienté de distribución o 

de reparto C1 y C~son las concentraciones del solu~o en el 

solv~nte A y en el B respectivamente. Esta relación es· v,-

lida para soluciones:diluidas, K depend~ de la naturaleza 

del soluto y de los líquidos utilizados; la temperatura y -

otros factores como la disociación, asociación o reacción• 

de las molicutas en la solución. 

Cuando una su~~tancia se ~ist~ibuye entre do~ solven­

tes sin complicaciones de asociación y disociación o reac­

ci6n, es posibl~ calcular el peso que se remueve en u~a se-. . ; . . . 

r1e de extracciones. Así después den extracciones, el peso 

·Wn , del soluto que permanec¡ sin extraer· es: 

Wn= W { Kv, .\n 
Kvt v1 ) 

W: peso del soluto en solución en el líquido 

V,: volúmen de solución 

¼: ·vol6men de solv~nte de extracci6~ 

K: coeficiente de-r~parto·~ C8 
CA 

Por:· t·anto el peso e-xtraído We es: 
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De aquí podemos visualizar que para obtener una alta -

e~icie~cia de ~xtracci6n es conveniente realizar cierto nG­

m~ro n .de extracciones separa~as en vez de usar to~o el sol­

vente_ en una sola operaci6n . 

. . O sea, la efici~ncia máxima de extracci6n se logra man-. . .. ~ - . 

tenien~o v~lores pequeños de V2 y. grandes de n (de~tro de va-

lores PZ:ác;tic~s) (37) • 

~.2 Limpieza 

El disolvente orgánico extrae. a la micotoxina y usual­

mente deja atrás substancias como las proteínas, aminoácidos 

y carbohidra~os, que so~ pocos solubles en la ~ase orginica. 

Sin· embargo, exist·en aún muchos compuestos que se di--­

suelven y· extraen junto con el compuesto de interés, en qen! 

ral entre ~stos compuestos se encuentran los lípidoa,pigmen­

to·s y una amplia gama de substancias polares y no polares. 

Por consiguiente, p~~a evitar interf~~encías en los pa­

sos subsiguientes, se efect6a un paso de limpiez~ del ~xtrac 

to, que eli.mina las interferencias y concentra el compuesto 

deseado. 

El proceso de Limpieza puede ser·d~ tre- tipos: 

a) Partición del extracto en~re ur. disolvente no polar y . ; . 
uno pola~ tratando gue la.su~st~ncia de inter,s que­

de en la fase polar y en~l~ no pol~~ se eliminan 11-

pidos principalmente. 

b) Cromatografía líquida o de capa fina con ácido síli­

cico (s!lica gel), Florisil o carbón activado. 

c) Saponificaci.ón d.el. extracto, los• triglicéridos y áci 

dos grasos se transforman en jabones solubles en agua 

y se eliminan por.'· 1avado, este método solo funciona -
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si la micotoxina es estable a pH alcal_ino, ( ,~) • Los dos pr_! 

mero_~· tipo$ son, los inás empJ,eados .• 
• : • :. • :. 1 :· r· · · . · ·. : ~ : · · :. . ,.. . 

L-~ li~pieza. ~pend_e muc:;:hc;>_. de .la técni<:tll c;}e separació_n .. . ..... 

·.que ,.e. va_. a seguir.-_.posterior~_ente,._ la .~roinatc;->graf.í.a. de ga­

s.es. requier,a d·e. proceso·_s muy d~t.all:~~_9s. de _limpiez.fl, en.~­

cambio la cromatografía de líquidos de alta. presi~·n. pued~ 

incluso prescindir de este paso; algunos fluidos biológicos 
. . . 

co~plejos_, por ejemplo la 'ori~a, ·i,ueden ser separados con 

gran r·~:.o"1uci6~' en una columna dé!'.:U,n ~romatógrafo 

dos de alta presión (51). 

_: f;'i • :.. 

2. 3 Sep,~1ración ,,_.Y._ det·ecc:i.6n 

de líqui 

Generalmente ~e efectúan estos dos pasos en conjunto • 
.. ~-· ~ ~. :, .. ~i 

Las. t&cnicas cromatpgr,ficas: cromatograf!a de capa fina --
• • • 1 ' ' ' 

(CCP), cromatografía líquida (CL), y cromatografía de gases 

(CG), son las mas utilizadas para efectua~ la sepazación de 

las. micotoxinas de los extractos sometidos al proceso de 

limp.t."~za; par·¡; \a detección se usan algun·as de la~' propieda­

des fisicoquímicas de la substancia en cuestión: absorción 

en la regió·n del' ult·ravioleta o cfel v:isible, 'fluor·e·s·cencia, 

1ndice· dé réfracci6n~-tc. 

La cr~matograf!a en capa fina es una i~~nic~ ~arata pe­

ro de poca resolución y díf icil de realiz;ar cuarÍt'i .. ta\:ivame_!! 

te aunque pueden ··llevarse a cabo muchos- ani11·s·1s en l·a mis~ 

ma p·la·~'a· •. 
,. 
~a cromatografía de gases requieré de una con~id~~able· 

limpi.eza del extracto par~ pr;e'venir interferencias de otras 

substanc_i~s. Aunque algunas· int~rferenc.ias pu'e·d~ii° .Etliminar-· 
. : _. . ~ . . . 

se ~sana, s~stemas de deteccion específicos, in~ariable~en-

te ~e ··requiere -uná :pur!f iéac.i6n pr~-analltic"a. ·EÍ p·rincipal 
. ! - . . ~ : .. , :;, .... ~ - . . 

requisito de los compuestos a anali·zar es su volatilidad ya 

sea del compuesto mismo y/o de alguno de los derivados q~!~ 

micós. Los mitodos de cromatografía de gases no se_p~~den -

aplicar al anilisis de substancias altamente p~~a~~s Q fe -



peso molecular alto (51). 

La cromatog~afía de líquidos es un proceso muy lento 

que·puede durar d!~s y a~n semanas, sin embargo la reciente 

implementación de altas presiones para acelerar esta ticnica 

a dado lugar a la cromatografía de líquidos de alta presión 

(CLA.P) , ( 51 ) • 

En este método se usan columnas de diámetro muy reduc! 

do por ejemplo 2 mm, rellenas de materiales especiales pul­

vurulentos, cuyas partículas tienen tamaños de 30-40 pm, y 

en ocasiones hasta de 15 pm, que son muy eficaces pero que 

requieren de una alta presión (hasta 400 atm) para permitir 

un flujo razonable a travis de la columna ( 9 ):figura 11~. 

En general puede decirse que la CLAP y la CG con t,c­

nicas complementarias mas que com,peti.t.i.vas (51, 9). 

2.4 Cuantificación 

El proceso de cuantificación consta de tres etapas bá 

sicas: 

Integración de las señales (medición física) 

Cálculos de composición (conversión de la señal a -­

composición). 

Interpretación estadística 

La integraci6n de las señales se lleva a cabo por di­

versas técnicas que varian en complejidad y exactitud. El 

propósito de esta etapa es transformar la intensidad de -­

las señales emitidas por el de.tector en medidas que pueden 

relacionarse con la cantidad de muestra, las señales obte -
nidas en la mayoría de los detectores aparecen en el regi~ 

trador como picos de forma aproximadamente gausiana cuya -

altura y área se utilizan como una medida de tipo cuantita­

tivo. 

Existen diferentes técnicas manuales e instrumentales 

para integrar las áreas de los picos: 
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Calumna 

Programador 
de 

Fase Móvil 

.. 

~ 1 
1 

Cániarca 
de. , 

lnyeéion 

Registrador 

f_LJ\i_J_ 
1 

,t==: 

Detector 

Repres,~ntaciÓn 1:>ásica de un cromatóg rafo de 
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Altura. del pico 

Altura por el ancho de la mitad de la altura. 

Triangulaci6n 

Cortar y pesar 

Planímetro 

Integrador de disco 

Integradores electrónicos 

Sistemas de computación 

La conversión de la señal a composición se lleva a -

cabo por alguno de los siguientes mitodos: 

a) Normali~ación de areas: relación de las ¡reas obte­

nidas con el, de composición de la mezcla. 

b) Calibración externa: uso de curvas de calibración. 

e) Uso de un patrón interno: uso de substancias ( de -

concentración conocida) adicionadas a la muestra -

cromatográfica. 

Por último, se puede hacer un análisis estadístico de 

los datos obtenidos para determinar su confiabilidad (11) -

( 1 ) Anexo l. 

2.S Métodos confirmativos 

Una vez identificada y cuantificada la toxina por cro­

matograf!a es necesario confirmar su presencia, esto se de­

be a que la cromatografía es en esencia una técnica de sepa­

ración y no de identificación, es útil la información obte­

nida de esta técnica, pero en general siempre se requiere -

de alguna técnica no cromatografíca para efectuar la identi­

ficaci6n de un compuesto determinado. 

Hay algunas técnicas y par&metros puramente cromatográ­

ficos que en muchas ocasiones, pueden servir de guía o de -

aproximación a la identificación de un compuesto, pero no -

son confiables en grado absoluto, entre estas estan las - -

medidas de retención: tiempo de retención, volúmen de ;ete~ 

ci.6;.; la comparaci6n entre diferentes columnas y la compara-
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ci6n de las respuestas en d~versos detectores. 

La. .única manera de identificar una substanoi~ .con alto 

grado de seguridad es utilizando alguna técnica auxiliar, -

como por ejemplo: la espectrometría de Masas; la -re·sonancia 

magn,tico nuclear etc, o utilizando las reaccione~ químicas 

de algunos grupos funciona;l.es. Cuando la substal}c.ia_ posee ac­

tividad biológica es posible .combinar las pruebas biológicas 

con las químicas (33). 



&2 

CA-PITULO III 

3Parte experimental 

3.1 Materiales 

3.1.1 Reactivos 

3.1.1.1 Eat,ndar de patulina 

Patulina grado anal!tico producida por Calbiochem Lo­

te No. 602023, punto de fusión 109-llOºC, cromatogrSficame~ 

te uniforme. 

Cloroformo grado plaguicida 

Etanol absoluto grado reactivo 

x2cr 2o7 grado reactivo 

B2so4 0.018N 

3.1.1.2 Extracoi6n 

Acetato de etilo grado reactivo 

3.1.1.3 Limpieza 

Solución de_Na2 co3 al 20\ (w/v) 

Sílica gel (40-140 mallas) para cromatograf$a en colum-

na. 

Tolueno grado reactivo ) (?S: 2S) 

Acetato de etilo grado reactivo 

Sulfato de sodio anhidro grado reactivo 

Nitr6geno (gas a presi6n) 

3.1.1.4 Separaci6n y detección 

3.1.1.4.1 Disolventes para residuo de extracto 

Metanol absoluto grado 

Acetato de etilo grado 

Photrex ? 
(90:10) 

reactivo 



3. 0 -l:_•-~-~,!· 2 ;{))~_S9:_;,y_~p;te.s Pil.X::J .:crpffl-;,oc¡r_at.!t. ~e l,!q~J.~,9s .4e . ~ 
alta pres-i6p,: 

3.1.1.5 

A9ua ttidestilada: ns'n Vfd:rioF · 

Metanol absoluto grado,fhotrex 

Acetonitrilo g~a~o HP~P, 

Confirmaci6n 

l.l.1.5.1 Cromatograf!a en capa· fina 

Placas de 20 X 20 cm de aluminio precubiertas con sÍli~ 

ca gel 60/tierra silicea F254 , esp~sor 0.20 mm • 

Benceno grado react~vo 

Metanol absoluto grado reactivo 

Acido ac&tico glaci~l~ 

.. ' .. 

"l, · .. 
Clorhidrato de fenilhidr.azina grado reactivo 

,. .·. 
.. ..f• 

NH4 OH grado reactivo 

3.1.1.5.2 An41isis microbiolpgic~ 

Caldo· .t.riptona e·xt:racto de levadura·· c¡J°lucosa; (!'Y.G) 

tripton:il s g 
Extracto de levaddia 2.5 g 

glucosa 1 g 
. . ... . 

H2o.aestilada·c.b.p r· lt 
pH 7.1 ,.,:.••1:~.:c,il~g,dp -~- -~~1 •e 

1~ .m.in., .. 

.; T::' 

í.. 

Agar TYG 

Idin;tica composici6n S:1 ca'ido TYCf a·d1~'ioñazido 1, de 

agar. :· ~. l' ·. 

Bacillus megaterium: cultivo de 24 hrs en agar nutri-

tivo a 37ºC .i 

·' :,{)Sofücf6ii ''salina ct't.ft,r if, Nadl ,, al·O~ s• {W/.V) 

Discos de papel filtro Wha.tman 2 de 0.6 llll'de ·di&¡netro. 



3.1.1.6 Aislamiento e identificaci6n de Penicillium expan­

su,i. -
- Agar Czapek-extracto 

K2B1'Q4 1.0 g 

concentrado de Czapek 

extracto de levadura. 

sacarosa 

agar 

agua 

- Concentrado Czapek 

NaN0 3 

~Cl 

Mg so 4 _ 7H2o 
Fe S04 .7H20 

agua 

de levadura 

10 ml 

5 g 

30 g 

15 g 

1000 ml 

30 g 

5 9 

5 g 

0.1 g 

100 ml 

- Agar extracto de malta (MEA) 

Extracto de malta en polvo 20 g 

Peptona 1 g 

D (+) glucosa 20 g 

(CYA) 

agar 

agua 

3.1.1.7 Producción de patulina en medio de cultivo. 

Caldo papa dextrosa 

Extracto de papa 
' 

glucosa 

H2o destilada e b p 

500 ml 

20 g 

1000 ml 

Esterilizar a 12lºC por 30-40 min. 

Extracto de papa 

15 g 

1000 ml 

Calentar a 12lºC por 30 min 200 g de papas en 500 ml 

de agua. 



- Agar nitrato 251 4e glicerol (G25N) 

-0 ... 15. g 

concentrado Czapek 1S·ml 

extracto de levadura 3~7 ·g 

gliceroi grad~ anal!tic~ ~50 g 

agar 

agua 

3 .1.-1- .. 8 Muestras 

12 9· 

75·0 ml 

Jugos y n,ctares de. m.a.nzana .Y ~,ctares_ el.ca pe_ra de las 

principal-es marcas comer~iales expend:i,das en l_a Ciudad de 

México. 

3.1.2 Aparatos 

3.1.2.1 Extracci6n 

Agitador mec,nico "Burrellº modelo 75 (Burrel corpora• 

tio~ Pittsbut~h~P.A.; u.s.A.) 

Centrifuga ·11 DYHAC" (Clay Ad·ams co. N.J u-.S .• A, pa,;a 8 

tubos1'"' 

Centr!fuga a prueba de explosi6n · "t>.amon / IBC." modelo 

Bxa·."·,·(:tnter·n·ational·,Bq'1"ipment- co. Bost;on .«. u._S.A.) 

Agitador vibratorio ".MAXI MJ:X" (Thermol:yne Sybron Corp. 

Iowa U.S.A.) 

3.1.2.2 Limpieza 

Columnas éroma-togrificas· cte· 23 mm''X 300· :mm con llave -

\ie teflSn 

ao'tavapó:t···auchif modelo :a.-···(Brinkmann- instz:uaent•- N. Y • 
.. U. s~.A. ") con baño de· agua- "i·n·te-grado .• 

. . .. 
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3.1.2.3 Separaci6n y ~etecciSn 

Cromat6grafo de líquidos Varian modelo SOOO(Varian - -

Associates Inc. Calif~rnia U.S.A.) equipado con inyector de 

circuito de 10.pl de alta presi6n, con una columna de fase 

reversa Micropak MCH-10 (sílica gel de 10 p de diá~etro uni­

da a una capa monomirica de octade~il silano) de 30 cm-de -

longitud y 4 mm de diámetro interno. 

Detector ftvari-chrom" Varian (Varian associates Inc. -

California USA) de longitud de onda variable de 200-720 nm. 

Registrador Varian modelo 9176 

Micro.jeringa de punta plana ·de 100 pl "Glenco" C Glanco 

sci~ntific inc. Texas u.s.A.) 

Espectrofotómetro de UV Pye Unicam SP 1800 con celdas­

de 1 cm de espesor, con regis~rador Unicam AR 25 (Pye Uni­

cam Ltd. Cambridge Inglaterra~ 

3.1.2.4 Confirmación 

Cámara de c~omatografía 9 x 20 x 20 cm (Desaga Heldel­

berg Alemania) para cromatografía en capa :fina. 

Lámpara de ultravioleta UVSL-25 254 nm/366 nm 

(Ultra-violet products I~c. San Gabriel California U.S.A) 

Material de vidrio de uso común en el laboratorio. 

3.2 Métodos 

3.2.1 Preparación de solución patrón de patulina. 

Se disolvieron 10 mg de patulina en 10 ml de clorofor­

mo grado plaguicida, y se verifiéo"';·la concentración de la so­

lución en un espectz:ofotómetro pye_ U.nicam a 276 nm .., . 

(20). De esta solución se tomaron partes alícuotas, que se 

evaporaro-n · a sequedad en baño de agua a 45ºC bajo coz:riente 
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de nitró.geno, se disolvieron inmediatamente e11 el volúmen 

correspondiente p~ra obtener soluciones de diferente con­

centraci'ón, misma que. se .-comprobó por el método oficial ya ci 

tado. 

3.2.2. Optimización de la separación y dete~ción 

El método de separación escogido fue la técnica de -­

cromatografía de líquidos de alta presión, y el de detección, 

la absorción en 1e· región del ultravioleta-a la l máx de la 

patulina (277 nm). 

La optimización se efectuó inyectando soluciones de pa­

tulina estándar en metanol-acetato de etilo 90:id, y varian­

do algunos par,metros, prin~ipalmente del d•tector y r~gis-­

trador hasta obtener la mejor sefial. Las condiciories optimi­
zadas fueron: 

a) Cromatógrafo de líquidos varian modelo 5000 

Líquido acarreador: u2o tridestil~da 1ml/min. 

Columna: Micropak MCH-10 

Temperatura: 25°C 

VolGmen de inyección: 10 ~l 

b) Detect~~ vari-chrom 

Fuente de luz: lámpara de arco de deuterio 

Longitud de onda: 277 nm 

Celdas: 8 pl 

Sensibilidad: normalmente .o.of-aufs, ocas~onalaente 

0.005 ó 0.02 aufs. (aufs: escala total de las uni-

·aade~ de absorbancia)~ 

lnchura de la bandá espectral~ 8 nm 

Tiempó d~ respuest~: lenta C 2~.o seg) .• 

e) Regiétrad~r Vari,n m~delo 9176: velocidad de carta 

o.·25 cm/min. 

Periodo de est•bili~a6i6n·del equipo al encendi~o: 

1 hora. Lavado de columna con metanol po~ 15 mina 
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a lml/min al finalizar las laJ:>ores diarias. 

Est~s condicion,es se siguieron a lo. largo de la inves­

tigación. 

3.2.3 Curva patrón de patulina 

La conversión de ¡a señal obtenida en el registrador -

a composición se ef~ctuó por ·calibración extex-na. 

Con las condiciones de separaci6n y detecci6n optimiza­

das se construyó una curva patrón de patulina, utilizando- -

soluciones de patulina en metanol: acetato de etilo 90:10 -

(87), de 10, 8, 6, 4, 2, 1 y 0.5 pg/ml inyectando por tri-­

plicado 10 pl de ·cada solución. La preparación de las solu­

ciones se hizo como se explica en la sección 3.2.l.Esta cur­

va patrón se repitió durante el trans~urso de la determina­

ción para checar la eficiencia de la columna. 

3.2.4 Integración de las señales 

La integración de las señales obtenidas en el registra• 

dor (picos cromatográficos) se efectuó calculando el área -

bajo el pico por la técnica manual de multiplicar la altura 

por e~ ancho a la mitad de la altura¡ como se muestra en l~ 
figura 12. 

3.2.5 lnterpretaci6n estadística 

La interpretación estadística de los datos para la cur­

va de calibración y de los resultados, se efectuó de acuerdo 

a Haubaux y ~os (21), Bailey, Cox y Springer ( 2) y Hunter 

(23) (ver anexo 1). Con estos método~ se determin6 la linea 

de calibración ajustada, el límite de detección de la técni­

ca cromatográfica así como los intervalos de confianza de -

los resultados. 
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3.2.6 Monitoreo de las muestras analizadas 

Se recolectaron al azar n&ctares de manzana, de pera 

y jugos de manzana de 5,2 y 4 de las principales marcas -

comerciales respectivamente del país,:en centros de auto­

servicio de diferentes puntos de la ciud~d de México, du­

rante los meses de abril y mayo de 1981 •. Las muestras se 

conservaron a temperatura ambiente ha~ta su análisis. 

3.2.7 Anllisis cualitativo. 

El análisis cualitativo de la patulina se efectu6 por 

comparaci6n con el tiempo da retenci6n,de la soluci6n ~s­

.tlndar de patulina sola o adicionada a un n,ctar o jugo y 

-extra!da por el proc~dimiento indicado ~n la sección 3.2.8. 

Bl tiempo de retención se determin6 como tiempo de reten-­

ción absoluto (tra): se midi6 la,distancia entre el.punto 

.de inyección y el mlximo del pico y se correlacionó con la 

velocidad de la carta para determinar el tiempo de reten•­

·cUSn •. 

~3.2~8· :Anllisis cuantitativo 
!, 

3~
0
2.e.1 Extracci6n, limpieza, separación y detec,ci6n. 

Se utilizó la t&cnic~·de M8ller y Josefsson {38) -~on 

algunas modificaciones. 

Se tomaron 5 ml de muestra (jugo o nictar) inmediata• 

mente despu&s de abrir el recipiente, se colocaron en un -

embudo de -separaci6n de 125 ml· con llave de tefl6n, .se ex­

trajeron con 5 ml de acetato de etilo. con ayud• de un agi­

~ador me~ánico por 2 minutos, se transfirieron el jugo ex­

tra!do y el acetato 4e etilo a un tubo de ce~trífuga de fo~ 

do cónico, se centrifug& por dos minutos a 2000 -r.p.m., se 

aepar6 la fase superior con ayuda a'e· una pipeta pasteur, -

ea.te· pr_oceso se llevó a cabo 2 veces•·,mls, .los tres extrae-
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tos se unieron. L~s extractos urganicos se extrajeron -­

con 3ml de agua adiclonada de 2$0 ul de solución de Na¡ 

co3 al 20, w/v durante 2 •i~ l·.0~ con ayua3 de un agitador 

mec(nico, se ~~j6 repos¿r y se s~par~ la fase superior -­

evitando el me~clado con la fas~ inferior; 1a fase infe­

rior se extrajo con ~ml de acetato de etilo durante 2·mi• 

nutos. tas fases superiores s~ reunieron y secaron con 2 

gramos de Na 2so 4 anhidro por lO_min, rcmpiendo los grumos 

que se formaron inicialmente con una varilla de vidrio. -

Se transfirió por decantación el extracto seco a un ma-­

traz redondo de boca esmerilada, se enjuag6 el Na2so4 con 

2 porciones de 2ml de acetato de etilo que se unen al ex­

tracto seco. Se evapor6 la fase orgánica en un rotavapor 

a 45ºC casi a sequedad (2-3ml). Se transfiri6 el residuo 

a un tubo d~ fondo cónico Kontes graduado, con ayuda.de 

3 porciones de 1ml de acétato de etilo, se evapor6 a se­

quedad a 45ºC bajo corriente de nitr6geno, el residuo se 

disolvió inmediatamente en 100 ul de acetato de etilo-me­

tanol U0:90) (segGn recomendación de Stray (67)~ se agit~ 

perfectamente en agi~ador vibratori9 por½ minuto, se -­

centrifugó a 2500 r.p.m. por 2 minutos, se verificó el. v~ 

lúmen inicial y se inyectaron 10 ul de esta soluci6n en -

el cromatógrafo ~e l!quidos. Se utilizaron las condiciones 

optimizadas (sección 3.2.2). 

Los resultadoa obte~i~os s~ interp?laron en la curva 

de calibración constr•·fda ~goGn la :~cc16n 3.2.8.3 y se ·so -
metieron al· tratamiento estadístico ahí mencionado. 

Todo el" material se lavó con agua y j.ab6n, se enjuag6 

con abundante agua destilada y despuis con acetato d~ eti­

lo, se secó al aire anteé ae usarlo. 

3.2.8.2 Porcentaje de recuperación 

Para determinar el porcent~je (1) d~ recuperaci6n-de 

la técnica descrita en la sección 3.2.8.1, se tomaron ju­

gos o n&ctares sin contaminación detectable de patulina y 
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se adicionaron c.on solución estánda]:'. de patulina (50 pl -

de,solucióri de 4 pg/ml), .y se sometieron a todo el proce~ 

d±mie~to de cuantificación por duplicador se repiti6 este 

procedimiento alternadamente a lo largo de todo .el .. exp,~! 

mento. 

3.2.8.3 Límite de detección e in~ervalo de confianzá. 

Para conocer· el limite de detecci6n de la .t6cnica, -

se utiliz6 e·1 procedimiento. descrito por Hubaux y Vox --
. . . 

(2l) ~ 'incrementando el niímero de estándar:ea, el rango· de 

·1.as -eoncentr.ac·ione-s de esto~: ~atl1:1,_c;tares y la distribuci6n 

de las concentraciones dentro del ~ang~ eaQogido. 

Se prepararon soluciones estlndar de patulina (seg6n 

la sección 3~2.1) en ac~tato de etil~-metanol ( 10190) -

de diferentes coné'entracioness 9 soluct·ones de concentra­

ción baja (aproxilliadame'nte· o-.·s pg/ml) I' '2 ·so·iucioJi,es de-·-­

concent:a:'ación media (1-·2° pg/ml)', y otra s'oluci6n ·de con-­

cent:raci6·n alta ·c6)ig/ml), se midieron- las areaa bajo la 

curva c:omo se describe en la sección 3.2.4 ·y se graficaron 

. contra la concentraci6n para eons·truir un• ·lin,ea:·· recta ,q..ue. 

-se s·ometi6 · al tratamiento e.stad!s.t.ico descrito por Hunter . .. .. ' > '• . . ,: ·.' . 

(23) . y ·eubaux y vox .. (21). Los in_terval(?B de confianza se 

calcularon tambi,n de acuerdo:a estos m,todos. 

3.2.9. M,todos confirmativos 

~~~al~ t,cnica cromatográfica,e~- capa fina se áigui6 

el m,to~~ d~ $omm~r y col. (61): S~ utilizaron placas ~re~·· 

cubiertas d• s~lic, gel 60F 254 activadas por~ hora a - -

1:i.o·~I ,81 •l1:1yent,e fu&: ben~~ftO-meta~~1-,~idO &C6t.iC~. ~l~-

' cJ.at (90s 5:5 v/v./v)., ia patulina se localizó por compara;;,. 

oi6n v~sual. del valor d~ .. Rf co~ una ·soluci6n 4Íst(nda:r J pa-
, ra 1~ detecc~6n ~· las mancha's 0Se e~ple·s 'iuz' ultJ;avioleta'·, . . . 

de onda. c_or.ta _(25~ nm). Sub~e~uentemente se roci6 la placa de NH4 
OH al 3, (v/v) y despuas con \lna·: ~qluci6n °ac~~sa de clorhidrato de :..· , 

. . . . . . . ,· . . ~ . 
Fenilhidraz_!na al 4\ (w/v) y se calent6 a 11o•c por 2-3 min. 
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Los extractos d.e mue.stra.s se obtuvieron por el método 

oficial de la AO~C (20) usando 50 m¡ de ju90 o néctar y la 

limpieza en columna. Este procedimiento se repitió a lo lat­

go del experimento. 

3.2.9.2 Método microbiológico 

Se utiliz6 la técnica descrita por Stoot y Bullerman -

(IS)·, empleando una cepa de ·Bacillus megaterium proporciona­

da por el cepario de la Facultad de Química de la UNAM. 

Se prepararon ~oluciories estandar de patulina en aceta­

to de etilo-metanol (10t·90) ·de o~s,1,2,3,5,10,15, y 20 pg/ -

10 pl. 

Se checo su concentración segGn la sección 3.2.1. Se -

colocaxon 20 pl de c~da s9lución en discos de papel Whatman 

1 3 de 6 mm de diimetro esterilizados bajo luz ultravioleta-

y se colocaron en la superficie de cajas petri contenien-

do Agar TYG inoculadas con ·aacillus .megaterium (0.2 ml de 

un cultivo en ealdo TYG con 70\ de transmitancia a 520 nm) -

como se muestra en la ,figura 13. 

Se incubaron por ·15 horas a 37°C y se midi6 el diimetro 

del halo d~ inhibición, se rest6 el diimetro del disco (6mm) 

y se graficó concentración contra halo de inhibici6n para 

tener una curva de calibración. La curva se ajust~, se obtu­

vo su límite de detección y los intervalos -de confianza por 

el método de Hunter (23). Paralelamente se extrajeron jugos 

y néctares contaminados mediante el método de M8ller y Jose!­

sson (38) utilizando SO ml de muestra, se colocaron 20 pl del 

extracto en los discos, se distribuyeron e incubaron como los 

estandares en cajas petri; y se observó la presencia de halo 

de inhibición midiéndose su diámetro para -interpolarlo en la 

curva de calibración. Todas las determinaciones tanto de es­

tandares como de muestras se hicieron por cuadruplicado. Es­

te procedimiento se repitió a lo largo del experimento. 



3.2.10 Aislamiento de Penicillum expansum 

Se efectu6 por el m,todo descrito por Amieba y Col (1), 

tomandQ una pequeña fx:acci6n de la z~na sana-enferma de man­

zanas con sintomatologt.a de !.:. _expa~s~m ( pac¡. 17 ) , se le 

trato con hipoclo.rito de sodio al 1, durante tres minutos -

deapu,a se lav6 con a9ua destilada, los trozos desinfectados 

se secaron y transfirieron a cajas petri con PDA y agar nu-­

tritivo. Se incubaron a temperatura ambiente (20ºC) durante -

3 d!as Qn& vez desarrollado el microorganismo se resiembra en 

nuevas ca:tas con cultivos· espect·ficós para au ·identificaci6n. 

La identificación se llevó a cabo por observaci6n mecr·o!. 

cópica de la morfolog!a col~n~l de acuerdo,:, .a P-1 tt ( 44) -- .... 
y por medio de observaci6n microscSpica (1 ). 

Se comprobó la patogenicidad de la cepa aislada inocu-­

lando 12 frutas (3 repeticione·s de 4 unidades c·acla una) por -

los m,to~os ·de inoculaci6n por contacto por isopp y poi·le-­

si6n. 

Se i'ncub~ron .:.en una cámara húmeda y a temperatura ambien . . . .,. 
te durante 8 d{as, se midi'er.on los dilm.etros d"é desarrollo de 

pu~riciones y se. observó la sintomatolog!a • . 
: 

3.2.11 Producci6ri de patulina,por Penicilltim ex2ansu~ 

3.2.11 •. 1 Producci6n en manzanas infectadas. 

• -t: ., -· :..iX 
tas manzanas utilizadas para demo-stra,r ia patogeniCi'.cl&d . , . . . ' . , . 

se e_mplearon para oh.servar 1~ producción de patul;i.na, .in vivo ... 

Cuandti la lesión cu~rla un 50% de la superfici~-a~· l •. man~•~•~ 

se trit~r6 en una Waring laboratory Blendor ajustando los s6~ 

lidos to~ales ·<:on ·-agua ·desti·lada ·1 ····40., lslmii'i-r . ai· n&ct:ar-·:de · 

manzana comercial) y se cuantificó la patulina segGn la sec­

ci6n 3.2.8. 
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J.2.11.2 P!oducci6n •n m•dio de cultivo. 

Se siguió el proc&dimien·to desci:ito por No~stadt y tla­

calla (40) para obten·e:- patulina en medio artificial. 

.. 
METOOO CONFIRMATIVO 

PROCEDIMIENTO .MICROBIOLOGICO 

.o 

·o ~o·. 

SOl.t .: ~Jl"{sol_ ~ .. ·, :: .soÍÜciones 'esta·n.dat,' . rta•,o~rlena en :ác~ato de ·etilo•metf~OI 

Bp: Blanco de par,el 
a, Blanco de so vente 

Fi re:13 

.·1ntegrac:ión de las sel'iales 

..... ...... - •.. ---a 
. :A•. h" ª" 

-tra 1iempo. ·de·-r_e.teneión 
h .altura· 

h 

b" aJtura- a la mitad del pico 
• • I ' a ancho · 

·ax. anéhQ .a la mit~d de la altura 
A Area 

Figure: 12 
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CAPI.TULO IV. 

4·. Reacul tados y· Discus-i·6n 

4.1. Resultados 

-4.1.4. Aislamiento·de Penic.tllium 'spp. 

Siguiendo lo_s ~i.neami•.ntos .. Pr.opuestos por, A~ieba y 

col. (1), se aial6 un_a cepa ,de ·pe_nic,illi~m de manza~_as_ -

que presentaban pudri,ci&n bl.~n4_a,, c4fé cl_a,ro p~n olo~ y 

sabor peculiares. s.e r•aliz6 la observaci6n macros_c6p,ic_a. 

de la morfolog!a coloni~l en los ~edios de CYA,.EA y G25N 

a 25°C durante 7 d!a~ y en CYA por 7 días a s•c y 37°c. -
Las caracter!stiaas coloniales y microsc6picas encontra-­

daa coinciden ba~tante con la descripci6n de ·penicillium 

expansum hecha por Pitt (44), una de las caracter!sticas 

distintivas de este hongo en su habilidad para producir -

pudriciones destructivas de las frutas pomlceas, lo cual 

se comprob6 al realizar las pruebas de infectividad. 

En las pruebas de infectividad, se obtuvieron sólo -

pudriciones características con inoculación por lesi6n, -

no as! por contacto con isopos los di,metros de pudrici6n 

a los 8 días de incubación variaron entre 3 y 5 cm. cuando 

se lesion6 la fruta, no hubo desarrollo de pudrición con -

la suspensión de esporas colocada en el isopo sobre el te• 

jido sano. 

4.1.2. Producción de patulina. 

Las manzanas utilizadas para demos~rar la patogenic1-

dad se emplearon para observar la producción de patulina en 

vivo como se ha ·descrito en 3.2.11.1. Los 4 anllisis efec­

tuados dieron resultados de alta conta~inación, el rango -

fu6 de 337.49 - 572.97 ug/1 de n&ctar preparado con estas 

frutas,la figura 23 muestra uno de estos an,lisia. 
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La producción in vitro se efectu6 por el procedimiento 

de Norstadt y Me Calla (40), el hongo aislado se incubó 

a temperatura ambiente en 2 1 de caldo papa-dextrosa, du­

rante 2 semanas, al finalizar este período, el medio se 

centrifug6 y filtró para eliminar al microorganismo,. se 

concentró el. volumen a 500 ml y se extrajeron 5 ml por el 

procedi~iento de la secci6n 3.2.8.4, se confirma la pre­

sencia de la micotoxina en el medio por cromatografía en 

capa fina y el m¡todo microbio16gic~ usando Bicillus me­

iaterium. ·No se efectuó cuantificación. 
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4.2 Anllisis cualitativo. 

4.2.·1. !l&t,odo pi=esuntivo. 

· ·.El '.parimetro principal ·empleado en el anilisis cuali-. 

tativo fué el tiempo de retenci6n absoluto (tral, que ·se• 

determirió en dos diferentes condiciones: 

a) Mediante soluciones estindar de diferehte concentra -
ciSn cromatografiadaa segdn lo-expuesto en la secéión.3.2.2. 
ltigura l.~ ) .• 

b) Meai,nte extractos de muestras contamina~as con con~ 
,: . . 

qentraciones eonoci4&J de¡ aQalito proble~a, ~btenidosrpo~~ .. . . . \, ' .. . ·.· .. ' : ; ,,.·:'. 

el m&todo de la sección. 3.2.8 y qroma~og~afia~as e~,lap mia-
. ! • • • • .. ,, ... 

mas condiciones de los est!ndarea· (cf~guras. 3~ t6·y _17 ). 

Los valores obte~id~s ·se ~u~~tran·~n la tabla 7. 

Se encontr6 que en las condiciones optimizadas.n~ se --
. . . . ' . . 

p~e~entaba int~rferenc~a en la det,r~inaci6n de la toxin•:T 

(. figu~~s 18#19) 

La pr~sencia dé contaminación en· las muestras analiza-­

d~a·· ,.·. determinó por comparaci6n del tra con el' inteJ;'valo de 

. -~·onfia~za correspondiente;, '(ge'neralmente et nivel de 20 o'' -

40 pg/1 de muestra. tabla I)s Para tener una infó~ma~iti • 

adic1onaL se hicieron coinyecci~ttes·~e extractos· de jugo o 

n&ctar que, presentaban contaminaci6n y so.J.uci6n est-,ndar., -­

o.~teni,ndQse un sólo pic9 •. J :-f~gura 20). 

11,todos.co.nfirmativoa. 
' . 

Como· el tiempo de 'retenci6n no ·es u~ ·pa1:,,metro· absoluta­

mente confiable ·para la identificaci6n de. un compuesto dad·o, 

se recurri6 a otros parámetros para confirmar la presencia 

de la micotoxina en los productos analizados: 

a) Bf valor de Rf, comparindolo con el Rf de patulina 

aut6ntica en cromatografía en capa fina. 

b) Sus propiedades antibi6ticas. 
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La cromatografía en capa fina se realizó de acuerdo -

al método descrito en la sección 3.2.9.1: a 254 nm, en la -

placa cromatográfica se distinguieron puntos obscuros con­

tra un fondo fluorescente a un Rf de ü. 411.Al revelar la placa 

con la fenilhidrazina, se observaron manchas amarillo-roji• 

zas al mismo Rf. 

El limite de detecci6n d• ista técnica fui-de 0.2 pg/ 

mancha que correspondió a 20 pg/1 cuando se extraje~on 50 

ml de muestra, el volúmen final del extracto fué de l~O pl 
y se eluyeron·2ó·p1 de éste en la placa cromatografica. En 

muestras que présentaron contaminación 'inferior a iste l!mi 

te se llevó el extracto final a 50 pl. 

La confirmación usando sus propiedades antibióticas se 

efectuó usando Bacillus megaterium como indicador biológico. 

El método seguido se ha descrito en la sección 3.2.9.2. 

En.iste método el di&metro de la zon~ de inhibici6n -

fu& directamente proporcional a la concentración de la to 

xina como puede observarse en la tabla~· y la t~gura 24. 

El límite de detecci6n fu, de 2.0~ µ1/disco que equi-­

vale a 40 pg/l cuando se usaron 50 ml de muestra, el volú­

men final del extracto fué de 20 fl y se colocaron 10 pl por 

cada disco. 

En muestras.que presentaron contaminación inferior a 

este l!mite se utiliz6 un volúmen de muestra de 100 ml. 

Todas las muestras que presentaron pico cromatográfico 

con tr correspondiente a patulina dieron resultados posi­

tivos en ambas pruebas confirmativas. Con estos dos parSm~ 

.tros se confirm6la presencia de la micotoxina en.los pro-­

duetos analizados. 



Tabla ,-

Interv~los di cónfianza de los v•l~res de tra para est¡n 

dares de'~itulina. 

Nivel (JJg/m.l) Intervalo de tr a ;._(min) 
(CX0.05) 

iÓ (2·3. 9479, 24.5621) 

8 (23.9474, 24.3626) 

6 (23. 8601 t, -~.4-.·0599) 

4 (23.7778,, !~4.2622} 

2 (23.7366, 2.4. 0844) 

1 (23.7642, 24.0358) 

Intervalos de confianza de los valores de tra_para patu­

. lina adicionad~ .a jugos y n~ctares. 

Nivel ug oatulinal 
1 muestra 

160 

120 

40 

20 

Intervalo de tra (min) 
(cxd;osr ,. ·. 

(2~_.5724, 23.9276) 

'(23.3219, 23.4761) 

(24.0626, 24~2354) 

(23.9079, 24.1581) 
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Tabla 8 
Correlación entre la concentración de micotoxina y el -­

diSmetro de la zona de inhibición usando Bacillus megate~ 
rium. 

,Y9 de Eatulina Diámetro corregido prome-
X disco y; 

dio de la de inhibí-zona 
ción.* lcm > 

0.4815 0.2975 

0.9634 0.455 

1.9984 0.620 

2.7048 0.682 

4.9985 1.005 

9.9972 1.1775 

14.4468 1.305 

x: 5.0419 y = ·0.7917 

Coeficiente de correlación. 

1:(x - X) (y - y) 
r= 

J ¿{x -x) 2 • ~ (y - y) 2 l 

s2 z 0.0216 

S = 0.1472 

= 0.9346 

* Cada determinación se hizo por cuadruplicado; n=4 
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4.3 An&lisis cuantitativo 

4.3.l Muestras analizadas 

Se analizaron 71 muestras de néctar de manzana, 34 de 

j~go d~~~nzana y 14 de néctar de pera de 5, 4 y 2 marcas 

comerciales r~spectivamente. 

Se u·tilizó la técnica de extracción de la: secci6n --. . . .. '• 

3. 2. 8, se integraron las señales co-mo se- indica en 3 .,2. 4 .y 

•~ calculó la concentraci6n inter.poland.o en la curva patr-ón 

construida como se indica en la secci6n 3~2.3 • . 
4-. 3. 2 Curva de calibr~oión 

Se encontró que la patulina obedece la ley de Lambert 

y :Beer en un rango de concentraci6n de O. OS :i:!S, a ._10 pg/ml., 
ml 

como se indica en la figura 25~ 

Se coristruy6 una cu~va cie 'calibraci6n siguiendo las­

lineamientos propuestos por Hubaux ~ V~s {2t). (~er anexo 

?),:utilizando 12 s~luciones estindai, 9 d$ ~llas d~ baja 

concentración, 2 de coríé:entración media y una de ·concentra­

ci6n alta. Se determinó el l.í~ite de detecci6n de 1~ t,cni• 

ca concc•O.Oi,··que correspondió a 9.2 pg.· de patulinct/1 de 

muestra analizada ( ver'figura 27). 

Los valores obtenidos para la construcciSn de la curvl 

se encu~ntran en la tabla 9 y la figura 26. Durante el 

experimento se repitió 2 veces mis esta curva para probar· 
la eficiencia de la columna, no se encontr6 diferencia sig­

nificativa entre estas repeticiones. 

Se determinaron las bandas de. confianza de wo rti~g7Hote­

lling sobre la línea ajustada 1 o sea la región de (?_!)nf ianza 

para toda la línea, lo• result~(os se muestran .en la tabla 

10 y en la figura 27. 
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4.3.3 Porcentaje (j) de recuperación de la técnica de ex­
tracción. 

Los análisis de este trabajo fueron realfzados por -

dos personas;· existiendo la posibilidad de una diferencia· 

significativa entre analistas, se utilizó el análisis de 

varianza aplicado a los resultados de ~a tabla .II, que -

son los datos obtenidos en la extracción de muestras adi­

c'ionadad de 40 Jl9 de toxina/ 1 dé muestra. Como puede v.er­

se en la tabla 12, no hay diferencia significativa entre 

ambos. 

La recuperación promedio de la toxina adicionada fui 

de 76.35% con una variabilidad de+ 3.08%. 

·4.3.4 AnSlisis de las muestras. 

Las muestras se agruparon por marcas; a cada una se 

l~ asignó una letra y un número para su identificación se­

gún la marca comercial. 

En las taplas 13, 14 y 15 se muestran los tiempos de, 

retención _promedio y las áreas promedio obtenidas en el -

análisis de néctares de manzana, jugos de manzana y nécta­

res de p~ra respectivamente, así como los intervalos de -

confianza al 95\ para estos valores~ 

Las figuras 19,21 y 22 son representaciones típicas -

del análisis efectuado. 

Para obtener una estimación de los valores de concen­

traci6n de la micotoxina en las muestras analizadas se~-
~ ·~ ' . ' . 

empleo el metodo de Lieberman y col. expuesto por Hunter· 

(23), que emplea un intervalo de confianza de 1oo·p, para 

la respuesta de área, establecido con un 100 (l-«/2) \ de 

·confianza. 

Al interpolar los valores de Srea en la ecuación d~ -

regresión de la curva de calibración se obse~vó que lama­

yor densidad de é.stos se agrupaba en . .la región de O. 04 

0.015 ~g, se utiliz6 sólo ese intervalo de la gr~fica, con 

la ventaja de que usando el método de Wynn y Bloomfiel ex-
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puesto por Hunter~ (23) se reduce la anchura de intervalo 

de Working•Hotelling y por· consig.uiente el rango de conce!!_ 

tración estima. En este caso el usar la región de 0.004 -

0.015 f9 redujo el intervalo a un 89\ del valor mos~rado 

en la tabla 10 (ver figura 28); 

La interpolación en la curva de calibración y suco-­

·rrespondiente.región de confianza.se tealizó como se indi• . . 

ca ~n la figura 14. Y los valores obtenidos del intervalo 

d$ co~fianza para el lrear (~J, la conceritración de patu• 

lina e•timada et> y el intervalo de·-0oncentració~ estimado 

se muestra en la tabla 16. 

En la tabla 16 se muestran los niveles de concentra­

ción en ug de patulina/1 de muestra, tomando en cuenta -

que se inyectaron 10 pl del extracto cuyo volúmen fué de 

100 pl, el volGmen de muestra extra!da fu& de 5 ml y el, 

de re~u~eración de la t&cnica de extr~~ción de 76.351. 

y 

La figura .~9 muest~a, a manera de resumen, la rep~e­

sentaci6n en h~s~ograma de los niv~les de patulina e~ ju-­

gos y n&Qtares de manzana y n!ctares de pera. 

,:.·:· :-:: ... -· 

't~ .-·--------
' ~ 

·•··. ~·. .. ' ·.·,·· .. · ..... < 

J~ 1 

·1 

1 
. 1 

1· 

·l 
1 

1 
t 

;, t 

Det~rminación de patulina por in· 

:,po~ción ·en. la· ~urv~.:4',f..ó~ 
. ,r.... . ..•• . • ~-l~,!·O:.* .ar.,: .. ; •. • •• ·.. • • • .•• 

x· 
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4.4. Discusi6n de resultados. 

4.4.1. Pruebas con microorganismos pat6genos. 

Debido a que se hizo solo una prueba de aislamiento, 

no se tien~ la certeza total d~ la identidad del microor­

ganismo aislado, .pero se presum~ que el hongo proveniente 

de manzanas con pudrici6n blanda, café claro, de olor y -

sabor ca~acter!stico es Penicillium expansum, pues ,se ha 

reportado que.normalmente se encuentra contaminan~o a las 

manzanas y peras (44). Lo importante es l~ corroboración -

de la capacidad productiva de patulina por el hongo pató­

geno, tanto en los frutos como en el·medio artificial, lo 

c~al indic6 una posibilidad ~A contaminaci6n en los produ~ 

tos comerciales. 

El microorganismo aislado no tiene capacidad de infe~ 

tara los frutos por contacto, sino tan solo a través de -

daños en la piel. De lo anterior se ·desprende que los pro­

cedimientos inadecuados de recolección, transporte y mane­

jo pueden favorecer la infec~ión de lo$ frutos con hongos 

de este tipo y contaminarlos con patulina. 

La cuantificación de la patulina"producida en medio 

artificial no se realizó por la alta propabilidad de pre­

valecencia de esporas del hongo que contaminar!an la co• 

lumna anal1tica del cromatógrafo, por lo ql.i'e el análisis 

qued6 .. a· ni:ve1· ·c·ualitativo. 

4.4.2. An,lisis cualitativo. 

L~! 1 cr,omat.ograf ía lí·quida es en esencia una t.~-~nica de 

separación y -0uantificación y no de identificaci6~~ aunque 

es posible obtener alguna información de tipo cualitativo, 

basándose en parámetros de retención. 

En este caso se utilizó el tie~po ~~ ~etención absolu 

to (tra), que es el tiempo tr~nscurrido 4esde la introduc-
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ci6n de·1a muestra hasta el m&ximo del pico en la grlfica. 

Este parámetro está sujeto a errores en ·mayor grado que 

otros como el tr relativo y el tr ajustado, pero no fui -

posible utilizar estos dos 6ltimos e~·vista de la ~aren­

cia de una .sustancia de referencia. En todo~ lós casos se 

probaron algunos con resultado nega_~ivos y se opt6 por .. 

emplear s6lo el tra. La identif icac·i6n se hizo/por compa­

ración con estándares, en caso de duda se _inyectaba o --­

coiny•~taba una sol~ci6n est4ndai para cerciorarse de que 

el tr registrado correspondió a la toxina, pues esta ea -

funci6~ de las condiciones d~ operación del equ~po y aun .. 

que e~ posible mantener un nivel constante, existen alg~­

nas variaciones. 

Se determinó el tr en .las dos eondicione,s ,mencionadas 

en la secci6n 4 .1. 2 por la po·,sibilidad de una interferen-
' .c:ia con algún componente del extracto, según s--e ·ve en las 

figuras 18, 19, no hubo-problema de ese tipo-empleando·~l 

procedimiento de extracdi6n, iimpieza y las condiciones -

cromatogrificas descritas~ 

Como puede observarse en la tabla 7, en general todos 

los intervalos de confianza para tr son semejantes tanto -

en soluciones est,n4ar como en los extractos de ~reductos 

contaminados con niveles conoci·dos de toxina. Las variaci,2 

nes en los valores de este parimetro se deben probablemen­

te a ··error humano en la determinaci6·n del dato por medi-·­

ción manual y en el procedimiento de inyecci6n de la mu~s­

·tr~, a fluctuacion~s en la velocidad del l!quido acarrea­

dor, al estado de la columna y a ·1a velocidad dP. carta del 

registrador. 

En genera.l, siempre se requiere de un IJlétodo confirm~ 

tivo para la identiticaci6n. Los métodos ~onfirmativos - -

empleados se seleccionaron aprovechando las propiedc,.des 

espec!f icas de la micotoxina y la sensibilida4 y aplica.bi-
. . . .. 

lidad del método. La cromatografía en capa fina fue Gtil ~ 
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pero no suficiente como confirmaci6n de la identidad de 

patulina, en vista de que se han reportado interferencias 

con este procedimiento que podían conducir a error (62), 

por tanto se uti¡izó la propiedad antibiótica del compue! 

to par.a la identificación total. El microorganismo emplea 
. -

do,. !_acillus megaterium se ha .reportado como el más sensi 

ble a esta y otras toxinas (70). 

Ambas pruebas· dieron muy buenos resultados con solu­

'ci&ri·est,ndar y extractos de productos contaminados inten 

·ci6n•lmente, principalmente el m&todo microbiol6gico don­

de se obtuvo una correlacíón respuesta-concentraci~n del­

orden de 0.93 (figura 24). En el método cromatográfico la 

estimación de fluorescencia y la coloración fué visual, -

por lo que no se presenta ningún valor de correlación con 

la concentración e intensidad de mancha con ambos revela­

dores. La correlaci6n observada entre las variables de ca 

da prueba indica que puede utilizarse para el análisis.­

confirmativo de la identidad de la toxina, en.~stindares 

y muestras contaminadas naturalmente. El límite de detec­

ción que se reporta en ambos casos es el promedio de la -

mínima cantidad que produjo respuesta apreciable, por lo 

que no tiene fines netamente cuantitativos, sino tan solo 

para que obtenido el resultado de la cromatografía de lí­

quidos, se planeara el volúrnen adicional de muestra que -

se extraería en los casos necesarios, como se indicó en -

su oportunidad. Estos datos son comparables con los repo~ 

tados en la bibliograf~a que son de 0.2pg/20pl (54) y de 

l.7pg/disco (65). Por .otra ~~~te, el límite de cromato-­

grafía en capa fina es mucho mayor que el repo~tado para 

otros reveladores cono el MBTH (O. 01 .)lg/Spl) (56), sin -

embargo fué s·atisfa·ctorio · para lo's fines que perseguimos. 

Una observación interesante relacionada con el méto­

do microbiológico es la aparición de un crecimiento anor-­

•al a nivei macroscópico del bacilo en los bordes de ·i~ -
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zona da inhibi~i6n, las colonias bacterianas en esta zona 

presentan cambios de textu.xa y _de forma con r.aspecto al -

resto de las colonia~, hubo un crecimiento exaterado en -

direcci6n al centro de la zona de inhibici6n, no se obse!. 

v6 a nivel micros~6pico; esto puede tener relaci6n· cori las 

propiedades mutagénicas de la patulina, tal como se ha -

propuesto para una situ~ci6n se~eja~te en la interacci6n -

de af.lato~ina y B. coli. -(70). 

4.4.3. Análisis cuantitativo. 

La selección de las muestras · áe hizo aleatoriamen·te -

de acuerdo a su disponibilidad aparente en el mercado. La 

curva de calibraci6n se construy6 tomando en cuenta que -

la absorbancia de Ia- toxina obedece la ley de Lambert y -

Beer, se~Gn se ve en la figuia 2J, ción esto se aseg~r6 que 

la respuesta •er!a lineal, lo cual ae comprobó con inyec-­

ciones de soluci6n estándar de diferente concentración ~ 

(figura 15). 

Es importante hacer notar que par·a la construcci6n de 

la cur9a patr6n· se hicieron ~lgunas su~osicionesi 

1.- Los estándares fueron independientes. 

2.- La variación de la distribución de los errores -

de las ~~fiales se mantuvo co~stante (ver coefi-~ 

ciente de variabilidad del área, tabla 9 ) • 

3~- Se conoció exactamente la concentraci6n de los -

estándares. 

4.- Las señales observadas tuvieron una distribución 

gaussiana alrededor del valor esperado • 

. Con estas- hipótesis fui posible aplicar los trata-mien­

tos estad!sticos mencionados (ane~~ I). 

· Durante el' experimento· s.- ;inyectaron s·oluc:i·ones ·de 

c:onc·entrac-ión .. conocida y se compar·aron con los·· intervalos 

de tolerancia para la curva contr-uída. Todos· estuvieron --
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dentro de ese intervalo, por lo que se asegura que no hu­

bo dife;e~cia significativa, ,sto sirvió para verificar -

la eficiencia de la columna y del detector. En vista de -

los resultados, se decidi6 emplear'la- curva de calibra-­

ción construida originalmente para obtener la estim.ación 

de la1 _concentraciones en las muestras. 

Una vez optimizado el procedimiento de extracción se 

hicieron análisis de recuperación en diferentes días, los 

resultados pueden verse en la tabla 11. El dato promedio 

obtenido fué similar al reportado por M811er Josefsson -­

(38), a~nque menor al de otros procedimientos de cromato-
. . ' . 

grafía de líquidos (67) (72) que son del orden de 80-851 

y más, sin embargo , la variabilidad de los resultados -­

fui baja~ .no existió diferencia significativa entre ana . -
llstas ~i.entre.los distintos anllisis (tabla 12), por --

Jant~ .se consideró este dato adecuado para utilizarlo co­

mo refe;encia para dar un valor ~orregido de la concentra­

ción estimada como se estipula en la tabla 17. 

Varios a~tores han relacionado el concepto ~e ltmite 

de detección con los conceptos estad!sticos de error ·(2, 

21,23). Siguiendo estos lineamientos (anexo I)Y utilizando 

los datos de la curva de calibración, calcuiamos 9.2 pg -

de patulina/litro de muestra, como nuestro límite de dete~ 
' ción, establecido con 991 de confianza, que es comparable 

al reporta~o por Ware: 11 pg/1 (72), pero inferior al de 

M8ller: 5 pg/1 ·(38) y al de Stray: 1 pg/1 (57). Sin embar­

go, estos autores no especifican la manera como determi-
.. •·. 

naron ese valOr. 

La utilizaci6n del m,todo de Wynn y Bloomfield para -

r•d-di~ ~l ±nter~alo d~ ~orking~Hotelling fu& de gran ayu­

da pues permitió obtener un valor estimado del intervalo 

de confianza para .l~ conc.entración estimada de toxina en 

las. 11!,Ue_s.1,ras mSs. estrecho y con la misma concentracj,.Ón 
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.(ver f~gura 28). 

El irea asociada al limite de detec~i6n· (0.2917 cm2), 

fu6 el limite de decisi6n, ~~e permiti6 en tirminos cuan­

titad.vos expresar· si la mli-éStrá estaba contaminada. En -

e·l caso de las muestras-,A 4 -A7 , s8-B9 , c14 , D10 - D16 ,· B2• 

E4 de· n&ctar de manzána, o5.;.o6cte jugo de manzana y; 0 8 ··d:e 

n,e·t4r.· de per·a,' a- pesar d·e que existió -·un pico cromató'gr,­

fico con tr caracter!stic~ de patulina (ver tabla l~i14~15) 

·no se co-nsideraron para_ ·la· estim«ci6·n; ··:quanti tativa por es­

tar debajo del área m!nima d·etectablé, ·además 'las pruebas 

conf.irmativas fueron dudos~,s~ Estas muestras se reportadon 

con nivel de contaminaci~n menor de 9~2 pg/1. (En los hiato 

g~~mas d~ la figura 29 correspo_nden a la primera barra, -

junto con las que no pre~entaron tr caracte~!stico~. 

La región ·de Working-Botelling expuésta en la tabla· 

1~ y la ·figu~a 27, se tomó co~a·medida de la capacidad ~a­
ra pred•cir las sefiales asociadas con una ~oncentraci6n -

dada, dicho con un 95, de co~fianza. 

La interpolación en la curva de calibraci6n de -lo~ -

valores de~irea de las muestras cuyos ·cromatogramas con­

tuvieron picos con superfi~ie •ayor o igual ·a d.2917 cm2, 

se efeqtu6 t;;egún el método. de LJ:eberm.~.n y, col •. , con lo -

q~e ~l i~terval~ estimado tar~ la cantidad de patulina 

contendra .el valor ver.dadero el 901 de .las vec_es di.cho 

con un 95\ de eonfianza (P: 0.90,~:0.0S), ·como lo expone 
. . ' ' 

·aunter (23). 

Del histograma d• ·distribuci6n de l~s niveles de patu­

lina se observa que tanto el néctar como el jugo de manzana 

presentan contaminaci6n, no as! el néctar de pera. Lama­

yor proporción no se encontró contaminada con niveles de­

tectables de patulina (76.81 de los néctares de manzana, 

76.41 de jugos de manzana y 1001 de néctares de pera). 

FACULTAD DE 
CIUIMICA 



80 

rango de concentración en n,ctares de manzana es de 9,2-

39.49 pg/1 y en jugo de manzana de 9.2-25.42 pg/1, este 

rango está distribuido en mayor proporción entre.,los nive 

les de baja concentraci6n (figura 29J. 

La contaminación con patulina encontrada en las -­

m~•stras analizadas (9.2 - 39.49pg/l) es comparable a -

los resultados obtenidos en Suiza (2.5 -25 pg/1) (28) -­

y Pinla~dia (25 pg/1)(28), y considerablemente inferior 

a los encontrados en E.U.A. (44 - 309 pg/1) (72), (40-440 

pg/1) (7) y en Canadá (hasta 45 mg/1 con productos obteni­

dos de manzanas descompuestas). (74). 

En Mexico, la Dirección·General de Normas (8) esta-­

blece que" ••• el jugo de manzana será elaborado en con 

diéiones sánitarias apropiada·s con manzanas sanas, maduras 

frescas, convenientemente lavadas y libres de residuos de 

plaguicidas y otras susta~cias eventualmente nocivas •.. 11 , 

como se 9bserva esta norma no establece ninguna especifi­

·cación en cuanto al tipo y cantidad de las sustancias re! 

tringidas, en vista de los resultados obtenidos se compru~ 

baque estas condiciones no se cumplen, ya que el uso de 

manzanas contaminadas con hongos pueden provocar la prese~ 

cia de esta toxina en el producto final. 

En Noruega y Suiza se ha establecido que la máxima -­

cantidad permisible de patulina es de 50 pg/1 en jugo de 

manzana (67). De la tabla 17, se observa que los alimentos 

analizados están por ~ebajo de esta especificación por lo 

que es posible considerar que la ingestión de productos -

con los niveles de contaminación enoontrados es inocua. 
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F1qu ra 15 : soluciones est&ndar de patulina • 

·~ .. 

Soluciones esth~ de patulina_en acetato 
de etilo-metanol (10:90); cromat'5grafo de 1{ 
qui~s Varian 'SOOOJ detector IN Vari-chroma 
277 nm, sensibilidad o .• 01, columna Micropak 
lCB-10, fase móv.i.l; agua tridestilada a 1 m.l/ 
m.in: températµra 2SºC, presión' 90: atm; velo-

ciciá.d de carta. 0~2s'cm/m.in • 

. ...... 
r 
i 

.J)0.\~V.~~ ... \ ... . . . . . 
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F1 gura 1 6 : Néctar de manzana adicionado con 
patulina. 

- -

,.__..,...___....___.,._~_...__...._,__.. . . ....., ___ .,___., .. _ _.., 
O zo 40 

t tmil"I) 

Análisis: de néctar de manzana ~'O"; croma;~ógrafo Varian 5000; Detector. 
UV Vatt chrom a 217 nm, sensibilidad 0.01; columna Micropak MCH-10, · 
fase m6vil agua. a.· 1 ml/min; temperatura 25°C, presión 90 atm, área· 
del pico 3.99 cin2 concentración: 150.89 }19 de patulina; velocidad de 
carta.0.25 cin/niin. 1 
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Figura· 17 : ··~· 
: Nectar de manzana adicionado de 

patulina. 

I 
j 

... -o 20 40 

lmlnt 

t 

Anal.is.is de ntctar. de manzana. ºD", ·tr~atógr:afo Var!an. SOOQ; · detec­
tor UV Va:r:i-Chrom a i77 ·nm, sensibili~ád O.Olí _eolumnai Mi,cropak -­
M<rff-10; :r~se, móvil agua a 1 ml/mint temperat,fra' 2~·cl'ptesi6n ,.. 90 
atm¡ Úea del pico 2. 81 cm2, concent'ra~i6n · 167. 5 .}l'l :eatulina . Velo-
cidad de carta O. 25 cm/min. ' · · 1 · · · 
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Figura 18 Jugo de manzana 
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Análisis de jugo de manaana,F4 no contaminado; cromatóqrafo varían 
5000, detector UV Vari..:.éhrom.a 277 run, sensibilidad 0.01; columna 
Micropak MCH~lO; fase móvil:agua a i ml/min; temperatura 25ºC, pre­
sión,..- 90 atm., área: debajo de la mínima cantidad detectable, velo­
cidad de carta 0.25 cm/riti.n. 
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F1 gura 19 ! tiéctar· di Pera 

-

- \ 
'¡-.. --4----·-· ~-..__.____., __ ...__ 
fo 20 40 ,,.,,..,, 

An'lisis de Néctar de pera "E"., croinatógrafo Varian SOQO; detectc,r 
tJV Vari-chro• · a 277 mu. sensibilida~ O •. 011 columna_ '4icropak MCH 
101 fase m6vil agua a 1 ml/min; ;temp~ratura 25°C, presi6n"" 90 atm, 
uea: debajo de lamíriima cantidad detectable; velocidad.de carta -

· 0.25 cm/min~ . 
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F I gura 2 O : ca-inyección de jugo de manzana y 
solu~ion estándar de patulina. 

1 1 
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Análisis de jugo de manzana ºD'.' y solución estándar. de pat.ulina i.nyec 
tados al mismo tiempo, a,la,izquierdase muestra el cromatograma del­
extracto de jugo sin adic'ionar; cromatógrafo vartan 5()00; detector -
UV Vari-chrom á ·277 run, señ·sibilidad 0.01; columi:1a Micropak MCH-10 -
fase móvil: agua a 1 · ml/min·; temperatura 25°C, presión N 90 atm, --­
área 1.53 cm2, concentración: 58.86a, velocidad de carta 0.25 cm/ 
min. 1 
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Figura 21 ; Jugo de manzana 

l; 

~'LJt 
¡ . ·-·· ... _.,.._ ..•.. 
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40 . . ....... 

-~ -- ...... ,. - .... _ .... ~·· .... , 

Anllis.is · de jugo· de manzana: :.11G~; cré>matógrafo · var.iari. :.5000 ;: detector 
IN'-Vari-r.:hrom -éf 277 -nm, sens.ibil'Jida.d,. 0.,01, ... col.Unina)Siaropá.Jci MCH ·101 
!ase inGvil agua· --a· 1 1111/min;·. temperatura ,2s•c,,· p:resi6n"'90,·.atlll; úea 

· ·o.65,cm.2, concéntraci6n: 2S..426e velocidad-de cattai 0.-25 cm/min. 
1 
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Figura 22: Néctar de manzana 

.,... ____ •··~-- •· ~ ·- .___..__...__ ... 
O R 40 ' 

ffllrt 

Análisis de ~6ctar de manzana "E"; cromat6grafo Vuian 5000;- detector 
UV Varichrom a 277 run; sensibilidad 0.01; columna Micropak MCH-10 -­
fase móvil agua a l ml/tnin, temperatura 25° e, presión ~ 90 atm, -­
úea 0.375 cm2, concentración 14. 786 pg/1; velocidad de carta 0.25-
cm/min. 
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F r 9 U r c3 2 3 • . Producción de patulina por P~-
nicillium sp. in vivo. · 

. ·' 

. . .. - ... 
o 

t .... , .. 

Anllisis de manzanas afectadas· por P. sp. cromatógi:afo Varian 
5000; detector 0V Vari-chrom a 277 nm, sensibilidad 0.021 columna Mi­

·cropak MCB-10; fase móviL agua a l ml/min; temperatura 25ºC1 presi6ri. 
~ 90 atm; &rea 4. 6 cm2, concentración 3 51. 05 l:!!i.J velocidad de carta 
0.25 cm/min! 1 
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Tabla g 

Datos para curva patrón de patulina. 

(cantidad de patulina en ~g) 
X 

2* 
y (área en cm) Coef. variabilidad 

* n • 3 

0.0031 
Q.0034 
0.00598 
0.00604 
0.00617 
0.00617 
0.00617 
0.00637 
0.00736 
0.01 
0.02 
0.06 

0.160 
0.180 
0.375 
0.392 
0.390 
0.390 
0.390 
0.405 
0.48 
0.750 
1.487 
4.075 

Coeficiente de correlaci6n: r • 0.99892217 

s2 = 0.00282368 

S • 0.005313835 
. 

del área (\) 

1.30 
1.21 
0.96 
0.99 
0.97 
0.95 
1.02 
1.00 
1.12 
1.18 
1.01 
1.30 

L1mite· de detecci6n con 99\ de s~~idad = 0.004Slpg de patulina 
.. 

considerando que se emplearon 5 ml de muestra, e_l volúmen. final del 

extracto fue de lOOp.1 y se inyectaron siempre 10 pl de este extra~ 

to, el l!mite de detección de la técnica fue de 9:02.>.!i o sea, un 

área m!nima detectable de 0.2917 cm2• 1 



Tabla 10 

Regi6n de Working-Botelling para la ecuaci6n de regresión de la 
curva de calibración. 

x (Jlg patulina) 

0.0031 

0.0034 

0.00598 

0.00604 

0.00617 

0.00617 

0.00617 
' ~ 

0.00637 

0.00736 

0.01 

0.02 

0.06 

Intervalo de confianza * 8:X:0.05) 
para el área 

(0.1440, 0.2451) 

(0.1651, 0.2654) 

(0.3461, 0.4401) 

(0.3503, 0.4442) 

(0.3594, 0.4530) 

(0.35~4, 0.4530) 

(0.3594, 0.4530) 

(0º.3733, 0.4666) 

(0.4836, 0.5339) 

(0.6260, 0.7144) 

(1.3095,. 1.4096) 

(3.9686, 4.2654) 

.* Al 95\ de confianza. El valor de F de•Snedecor utilizado ful: 

F 2,10,0.os = 4.10 Ref. ( 18) 

. .. ... ! 
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Tabla 11 

, de recuperación de la técnica de extracción. 

Experimento Analista* 

A (% r) B (\ r) 

1 77.97 75.35 
2 78.45 79.28 
3 78.57 74.64 
4 71.42 75.00 
5 79.00 74.75 
6 74.47 75.13 
7 73.97 78.79 
8 75.80 79.12 

X• 76.35\ 

Varianza entre dúplicados a;;~~ = + 2.352 

2 n 

d="J. rA - '/, rB 

, variabilidad: O'°d x 100 = + 3.08 , 

X 

* Se enlistan los valores medios de 2 determinaciones por cada 

analista. 
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Tabla 12 

Anllisis de varianza de los resultados del Ida recupe~ación de la 
técnica de extracci6n·. · 

~alista 
.Experimen 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

·F • (· ~ x) 2 a 93285.95 
e 16 

st • ~-: - Fe • 84.79 

A (1) B (1) 

77.97 75.35 
78.45'. 79.28 
78.57 '74.64 
71.42 75.00 
79.00 74.75 
74.47 75.13 
73.97 78.79 
75.80 79.12 

60~_.65 612.06-, 

2 2 
~e • ( :E x1) + C l: x2) + ••. - re = 40.51 

analistas 

s • 
a 

· 2 2 
C~xA ) + (l:x8 i - Fe • o.36 

experimentos 

Puentes de varianza G.L sx . CM. 
..... 

bperimentos 7 ·4q.s1 5.78 
Analistas 1 o·.36 0.36 
Residual 7 43.92 6.27 
·Total 15 84.79 5.65 

N.S. No hay diferencia significativa 

I' cale 

0.92 
o.·os, 

153.22 
157.73 
153.21 
146.42 
153.75 
149.6 
152.76 
154.92 

1221.71 

P. 51 P.1, 

N.S N.S 
N.S N.S 
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Tabla 13 

Tiempo de retención y área promedio correspondiente a patulina en e 
anllisis de néctar de manzana. 

Muestra 

Al 

A2 

A3 

A4 

AS 

A6 

A7 

AS 

A9 

AlO 

All 

A12 

* 
tr (min) 

N.C** 

N.C. 

N.C, 

24.0 

24.0 

23.6 

23.8 

23.8 

23.8 

23.8 

23.6 

23.7 

N.C. 
N.C. 
N,C, 

N.C. 
N.C, 
N.C. 
N.C, 
23.8 
23.8 
23.8 
24;0 
23.6 
23.8 

Intervalo de 
confianza -­
(a: :O.OS) 
(min) 

(23.966,24.034) 

(23.932,24.068) 

(23.306,23.894) 

(23.630,23.964) 

(23.607,23.992) 

(23.652,23.947) 

(23.630,23.969) 

(23.441,23.758) 

(23.347,24.053) 

(23.710,23.890) 
(23.652,,23.947) 
(23.709,23.890) 

·(23-.932,24.067) 
(23.396,23.803) 
(23.618,23.981) 

,#- 2 
area (cm)* Intervalo 

0.035 

0.100 

0.110 

0.110 

0.320 

0.400 

0.403 

0.525 

0.550 

0.175 
0.210 
0.320 

·0.330 
0.720 
1.02 

de confian­
za ~CX:0.05 
(cm ) 

(0.0327,0.0372 

(0.0920,0.1029 

(0.1077,0.1122 

(0.1054,0.1145 

(0.3177,0.3222 

(0.3966,0.4033 

(0.4007,0.4052 

(0.5227,0.5272 

(0.5454,0.5545 

(0.1682,0.1818 
(0.2009,0.219) 

.(O. 3166 ,O. 3233 
(0.3323,0.3436 . 
(0.7154,0.7245 
c1.0120,1.o:a,9 

* n • 3 en todos los casos ** N.C~No característico 
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Tabla 13 (cont.) 

- &- 2 .Muestra tr (min) intervalo de ea (cm) intervalo de con-
confianza.- fia2za {O:. :0.00.S' 
{cx:o.osr (cm ) 
{min>'. 

el N.C -c2 N.C 
c3 N.C 
c4 N.C 
es N.C 
c6 N.C -C7 N.C 

·----ca N.C 
~ -Cg N.C ; - -

ClO N.C ----- -
c11 N.C 
ql2'" ·N.C -e N.C 
c13, - or'i6 (0.1481,0.1713) '24.0 (23.909,24~090) 
c14 24.0 (23.909,24.090) :_ >0.250 · (0.2454,0.2545): 
clS 24.0 (23. 920, 24. 079)· 0.389 (0.3788,0.3992) 16 

º1 N .. C. 

º2 N.C 
D3 N.C -D4 N.C 

ºs N.C 
D6 N,C -
º1 N.C 
ºe N.C .. -
Dg N.C 

(23.585,24.015) o'Tos -010 23.8 (0.0948,0.1152) 

º11 24.0 (23.943,24.056) 0.105 (O. 0971,0.1129): 
012 24.0 (23.932,24.068) 0.180 (0.1709,0.1890) 

º13 23.8 (23.709,23.809.) 0.200 (0.1909,0.2090) 

º14 24.0 (23.886,24.113) 0.213 {0.2062,0.2197) 
01s 24.0 (23,920,24.079) 0.255 (0.2470,0.2629) 
016 24.0 (23.920,24.079) 0.280 (0.2743,0.2856) 

~7 
23.9 (23.809,23.990) 0,300 (0.2943,0.3056) 
23.8 (23.596,24.003) 0.350 (0.3420,0.3579) 

018 24.0 (23.920,24.079) 0.842 (0.8261,0.8578) 
019 24.0 (23.898,24.102) 0.879 (0.8677,0.8903) 20 

•, - ··~·~. 



· Muestra tr (min) 

El N.C 

E2 23.9 

El 24.0 

E4 23.8 

E5 24.0 

E6 24.0 

E7 24.0 

Ea 24.1 

Eg 24.0 

110 23.8 

.. 98 

Tabla 13 <cont.> 

Intervalo de 
confianza -­
(a: :O.OS) 
(min) 

(23.809,23.990) 

(23,932,24.067) 

(23, 790,23.809) 

(23.920,24.079) 

(23.920,24.079) 

(23.898,24.102) 

(24.032,24.167) 

(23.943,24.056) 

(23.596,24.003) 

á- 2 rea (cm) 

0.219 

0.239 

0.250 

0.300 

0.370 

0.475 

0.495 

0.495 

0.950 

Intervalo do 
confianza 
{ó: ~ o._05) 
(cm ) 

(0.2088,0.2292) 

(0.2272,0.250) 

(0.2365,0.2635) 

(0.2909,0.3090) 

(0.3592,0.3802) 

(0.4648,0.4852) . 

(0.4825,0.5b74). 

(0.4825,0.5074) 

(0.9273,0.9726) 
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Tabla 14 
¿ 

Tiempo de.r,tención y ,rea promedio ~orrespondiente .a.pa~Ul~a-en ,1. 
an&lisis de j~go de manzana. 

Muestra tr (min) * Intervalo de 2 area (cm)* Intervalo de 
confianza -- confianza 
(CC ,O.OS) (CIC :O.OS) 
(min) (cm2) 

º1 N.C -
º2 N.C 
D3 N.C -D4 N.C ---ºs 24.0 (23.932,24.067) 0.139 (0.1288 ,o .1492) 
D6 24.0 (23.909,24.090) 0.239 (0.2265,0.2514) 

'1 N.C 

'2 N.C 
~3 N.C -
'4 N.C 

Gl 23.8 (23.709,23.890) 0.345 (0.3348,0.3552) 
G2 24.0 (23~921,24.079) ,, 0.3.75 (0.3648,0.3852) 
G3 24.0 (23.909,24.090) 0.389 (0.3810,0.3969) 
G 24.0 (23.909,24.090) 0.389 (0.3799,0.3980) 
G4 ' 23.8 (23. 698, 23. 902) 0.435' (0.4248,0.4451) 
GS 24.0 (23.921,24.079) 0.455 (0.4448r0-.4652) 
G6 24.0 (23.943,24.056) 0.510 (0.4896,0.5303) 
G7 24.0 (23.932,24.068) 0.650 (0.6375,0.6624) 

8 

Hl- H16 'N.C 

* n • 3 

** N.C. no característico 

• 



Tabla 15 

Tiempo de retención y área promedio correspondiente a patulina en 

. el anllisis ~e Néctar de Pera. 

Muestra 

º1 
o· 

2 

D3 

D4 

ºs 
D6 

º, 
ºa 

. * n= 3 

tr (min)* 

N.C 

N.C 

N.C 

N.C 

N.C 

N.C 

N.C 

23.8 

Intervalo de 
confianza -
(CC: :O.OS) 
(Dlin) 

(23.687,21913) 

** N.C no característico 

Area (cm2)• Intervalo de con­
fianza (CX :O.OS) 
(cm2) 

-----
0.150 (0.1386,0.1613) 
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Tabla 16 
- . 

lnterpolaci6n en la curva de calibr.ación de' ·1os valores de área de 
~as muestras analizadas.* 

• 

(cm2) 
Nictar de manzana 

~uestra ** *** 1\ X .(,µg X 10-3) Intervalo -3 
( CX :O.OS) estimado (µg X 10 ) 

.(P:0.90, 
QC:0.05) 

A8 (0~3155, 0.3244) 4.91931 ~4.225, ~- 575) 
Ag (0.3933,· 0.4066) 6.07981 (S.350, 6.762) 
AlO (0.3985,· 0.4074) 6.12333 (~~425, 6,S2S): 
All co.s2os, ·o.5294) 7.89309 ·.(7 .200,·, e.S62) 

A12 (0.5411,· 0.5588)' 8.25575 (7.400~1 8.925) 

. 
BlO (0.3133, 0.3266) 4.91931 (4.187t 5.600) 
Bll (0.3269, 0.3490) 5.18043 (4.380, 5.925) 
812 (0.7111, 0.7288) 10.7218 (10.000,11.400) 
813 (1.0045, 0.5588) 15.0736 (14.350,15,875) 

c16 (O. 3691, 0.4088) 5.92024 
. . / 

(5.000, '6.800) 

011 (O. 2899, O. 3110) 4.62919 {3.825, 5.3875) 
018 (0.3345, 0.3654) 5.3545 (4.500, 6.150) 
019 (0.8110, 0.8729) 12.4915 (11.450,13.500) 
020 (0.8569, 0.9011) 13.0283 (12.150,13.950) 

ES (0.2823, 0.3176) 4.62919. (3.750, 5.750) 
E6 (0.3501, 0.3891) 5.64463 (4.725, 6.500) 
E7 (0.4551, 0.4949) 7.16778 (5.750, 8.025) 
B8 (0.4707, 0.5193) 7.45791 (6.475, 8.425) 
Eg (0.4707, 0.5193) 7.45791 (6.475, 8.425) 

ElO (0.9058, 0.9942) 14.0582 (12.850,15.350) 

* S6lo se muestran los valores para muestras que presentaron pi­
cos con tr caractertstico de patulina y cuya área fué mayor o 
igual a 0.2917, irea correspondiente al límite de detecci6n. 

** 1\= Intervalo estimado para el b'ea con P:0.90 y cc:0.05 (ver 
figura 14)' •. 

*** is valor estiiaado de concentración de patulina por interpola· 
ción en la ecuaci6n de regresi6n. 

. . -· ... ~· .. ·-··· ···-.. ..... .. . .. . ... 

¡ 
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Tabla 1 ó ccont.) 

Jugo de manzana 
2 ~ -3 'Y\. (cm ) X Cpg x 10 ) 

( 0C :O. OS) 

(O. 3251,0. 3649) 
(O. 3551, O. 3949) 
(0.3735,0.,4044). 
(0.3713,0.4066) 
(O. 4151, O. 4549) 
(0.4351,0.4'7'49) 
(0.4702,0.5498) 
(0.6257,0.6743) 

5.28197 
5.71716 
5.92024 
5~92024 
6.58753 
6.87766 
7.67551 
9.70637 

Néctar de Pera 

No se encontró contaminación 

·Intervalo estimado (pg x 
··,-3 

10 ) (P:0.90 CX :O.OS) 

( 4.3625,6.1500) 
( 4.8125,6.5875) 
< 5 ~ 0.1:12.5, G. 1250) 
( 5:-:0375,6. 7375) 
( 5.6500,7.4750) 
( 5.9750,7.7500) 
( 6.4750,8.8000) 
( 8.7750,10.6250) 
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~· ..... 

Tabla 17· 

Concentración & patulina en las muestras ana!izadas. 

Néctar de .. manzana· 
• • 

Muestra. pg/1 de muestra {CX :O.OS) 

12.886 
15.926 .. 

:16.040. 
20.676 
21.626' 

12.886 
13.570 
28.086 
39.485 

15.508 

12.126 
14.026 
32.721 
34.127 

12.125 
14.786 
18.776 
19.536 
19.536 

36.825 

Intervalo estimado ~g/1) 
(P. 0.90 CX O.OS) 

( 11,067, 14.604) 
( 14,014, 17.714) 
( 14.210, 17.092) 
( 18.860, 22.429) 
( : 19'. 384, 2 3. 3 79 ) 

( 10. 969 ,· 14. 669 ) 
( 11,473, 15.520) 
( 26,195, 29.862) 
(, 37. 5,90, 41r584 ) 

( 13.097, 17.812) 

,·,,·} . ,· 
( 10.019, 14.112) 
( 11,788, 16.110) 
( 29.993, 35.363) 
( 31.827, 36.542) 

( 9.823, 15.062) 
( 12.377, 17.027) 
( 15.061, 21.021) 
( 16.962, 22.070) 
( 16.961, 22.070) 
( 33.660, 40.209) 

* Valores correlacionados con el volúmen de muestra, volúmen de 
inyecci6n y, de recuperación de la t,cnica de extracción 
(76.351) 

, . : 



Muestra 

Gl 
G2 
G3 
G4 
GS 
G6 
G7 
GS 
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Tabla 17 (cont.) 

Jugo de Manzana 

• pg/1 de muestra (a:0.05) Intervalo estimado <]19/1) 
(P. O. 90 a O. 05) 

13.836 ( 11.427, 16.111)) 
14.976 ( 12,606, 17.256) 
15.500 ( 1'3.261, 17.616) 
15.508 ( 13.195, 17.648) 

:17.256 ( 14.800, 19.580) 
18.016 ( 15.651, 20,301) 
20.106 ( 16.961, 23.051) 
25.425 ( 22.986, 27,832) 

Néctar de Pera 

No se encontr6 contaminación. 
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: éómportamiento .de la patulina según la' ley dt 
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Histogramas de distribución de los niveles 
t* de patulina. 

N4ctar de manzana. 
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' Nectar de pera. 
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C O N C L U S I O N E S 

En base a los resultados obtenidos se pueden generar las 

siguientes conclusiones: 

1-.- El hongo pat6geno aislado de man~anas demostr6 su ca 

pacidad para producir patulina, ,so~re manzanas y -en medio ar­

tificial. 

2. - Las cond i c iones de aná I i_s i e ut i I iza das~ fueron i ~6-­

neas para la determ i nac i 6n d.e la m i .. ~otox i na en I os · prpducto$­

seleccionados, tanto a nivel cualitativo ·como cuantitativo. 

3.- Los tratamientos estadísticos empleados contribuye-­

ron a la elucidaci6n der límite de detecci6n de ia técnica -

(9.2 ug/1 de muestra) y a presentar los resultados con una 

confiabilidad del 95%. 

4.- El nivel de contaminaci6n con patulina en los pro--­

ductos anal izados fué bajo·: 9.2 a 39.5 ug/1 de muestra. Estos 

resultados fueron inferiores a los lfmites estipulados en los 

países en que se considera a esta toxina dentro de la legisl~ 

ci6n para alimentos. 

5.- La proporción de muestras contaminadas en relaci6n -

al total de muestras analizadas fué pequeña: 28.20% de néctar 

de manzana, 23.53% de jugo de manzana y 0% de nectar de pera. 

6.- El rango de concentraci6n de la toxina en néctar de­

manzana fu, ligeramente mayor al encontrado en el jugo de man 

zana a6n en la misma marca, lo que se puede explicar por el -
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uso de mayor proporci6n de la fruta (pulpa y jugo) utilizada 

en la elaboraci6n de néctar. 

7. - La ca I i _dad de I os productos ana I i za dos es buena en­

re l ac i 6n a la contaminaci6n con patulina. Considerando los -

niveles en los cuale$ ejerce sus efectos t6xicos, su inges-­

ti6n es· prácticamente· sin riesgo. 

8.- La determinaci6n de la micotoxina puede emplearse -

como fndi·ce de ·cal i·dad de la :'niater·ia prima, sobre todo en el 

aspecto de sanidad 'de I os ·frutos emp I eados. 



11'. 

RECOMENDA.~ 1 O NE S 

1 •. - La ca H dad de I as manzanas y peras ut i I iza das en I os 

productos analizados, es buena, pero sería recomendable opti­

mizar el procedimiento de selección y limpieza de la materia­

prima a fin de eliminar la contaminaci6n con patulina en el -

producto fina 1 • La e I i mi nac i_6n de I a cáscara por pe I ado a I ca-

1 i no (75) podrfa ayudar tambi,n en este punto por la poca es­

tabilidad de la toxina en pH básico. 

2.- En vista del probable amplio rango de susceptibili-­

dad individual humana a las micotoxinas (10), es muy diffcil­

estimar la dosis de m~xima seguridad de ingesti6n de 6stas. -

Un análisis más extenso y profundo de los alimentos hará posl 

ble elucidar la extensión en la cual la dieta humana está con 

taminada con micotoxinas y permitirá, mediante correlaciones­

ingesti6n-efecto, determinar esa dosis máxima,además la contl 

nuaci6n de estudios de este tipo permitirá conocer las impli­

caciones toxicológicas que pueden originarse de la ingesti6n-, 
de productos aparentemente seguros. 



BIBLIOGRAFIA 

1.- AMIEBA 0.1 •• , R. MADRID, N. ARAGON. 1980 ªBnfermeda­

.4~a· 'pos:~.cosac)la de manz·ana y ~u contr.ol ", J)eparta-­

·mento 4e Mic~obiolog!a- y Pitopatolog!a. _No •. 1 co-­
NAPRU'l'. S·A~B M¡xico, p~g. -lQ.11. -2.4-27, 31. 

2.• BAILEX. J.C, A. cox J. SPRINGIR. 1978.High pressure 

¡].iquid qhroJQ4tographic .d.et,e,rJ!lination of the int:er­

••diates/side reaction ~roducts i~ PQ 0C.Red. No. -

~. and FD C. Yellow R~. s. ,tatistic-.1 a_nalysia of -

instrument response. J. Asso~. Off.:An~1 •.. ··Ch.em fl --
(6), 14Q4-141-4. 

:, • ~ BURROtJGHS r .L. 197.7 •.. Stability .of patul~~ ~to aulfur -

dioxide. ,and to .yaa•t .f ermentat.i:~I). ,J •. As~oc. Off. 

Anal. Chem. !Q (1) 100-103 • 

. 4.- .CIBGLE.R A .. , A.e BECKl(I~H·, K.L •. J~C¡~SON-, 197_6. Tera­

togenicity of_patulin and pat~lin adducta formad 

1'ith cys.teine. Appl. Env~ron, Microbi~; ~ .!! (5) -

664-667. 

s.- CIBGLBR A., R.P. VESONDBR, ~.L. JA.C~~QN_,.1977. i»rodu= 

tion_a~4-~iologic~l •ctivity Q( ~a~ulin and citri­

nin from Penicillium·expansum. Appl. ~nviron. Mi~~ 

crobio~. ll (4) 1004-1006. 

6.• DAILBY B.R., E. BROUWBR, A. BLASCHKA, .P. RBINALDO ,S. ' . . . 

GREEN, w. MON~UX, D •. RUGGLBS. ~977. Intermediate­

duration toxicity study.of patuli~:in rata. Toxi­

col. Bnviron. Bealth~ 2, 713-725. 
. . . --- . .. 

, .. - DAILBY B.R., A, BLASCBJ(A; E. BROUWB~. :.1977 •. A}?aortion • 
14 distribution and excre~ionof 1. C)~patulin by 

rata. Toxicol. Bnviron. Bealth~3~ 479•489. . ·~ . ,, ........ . 

e.- DIRBCCION .GBNBRAL DI.NORMAS- 196~. ,orma Oficial de 

Calidad_pa~a 'J~go· de ••ílzana"-D'N~r~45 .. :~eparta-­

mento ~e Normali~aci6n Nacional •.. secretaria de In­

du.stria :y Comerc:i,o. ··México ..• 



9.- DIXON w., F. MASSEY "Introducci6n al análisis esta-­

dístico" •• Trad. J.P. Vilaplana. 2a. Ed. México, -

McGraw Hill Editorial. 1970. p. 125-127, 136,380, - . 

3·81, 384, 385. 

10.- ENOMOTO M., M. SAITO. 1972. Carcinogens produced by 

fungi. Ann. Rev. of Microbiol. 26, 279-312. 

a) DICKENS F., H. F. JONES. 1961. B:tit. J. Cancer 

20, 134-144. 

11. - FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION. 11· Micotoxins in 

Food· · ·and moni toring" en Food containinants ·Analy­

sis cour~e. Ph~se VIII. Roma. United Nations Envi­

ronment programme. 24. Feb-17 Mar. 1978. 

a) SERGEANT K., A. SHERIDAN, J. O'KELLY, R.B. CAR­

NAGHAN. 1961. Nature,fil, 1096. 

12i• FORRESTER I.P., M. GAUCHER. 1972. Conversion of 6-

methylsalicylic acid into patulin ~Y Penicillium -

urticae. Biochemistry g, (6), 11"()2-1107. 

a) SRING, J. 1967. en "Aritibiotics~ Gattlieb D. and 

Shaw Y.D. Ed. Nueva York, Springer Verlag. p. 621. 

13.- GALLO. M.A., O.E. BAYLEY, S.G. BABISH, S.M. TAYLOR 

R~E. DAILY. 1977. ~oxicity and reproduction étudies 

with patulin in the rat. Toxico!. and Appl. Pharma­

col. 41, (1), 139. 

14.- GARZA. H.C., B.G. SWANSON. A.C. BRANEN 1977. Toxico­

logical study of patulin in monkeys. J~ Food Sci. -

~. (1). 1'229-1231. 

15.- GUTTERSSON M. "Fruit processing". London, Noyes data 

corp. 1971. (Food p':rocessing review No. 21) ·p. 87-89. 

:16.- HADDBN N., F. BAUMANN, F. MacOONALD, M. MUNK, R. --­

STEVENSON, D. GERE·, F. ZAMORONI, R. MAJORS. "Basic 

Liquid Chromatographyª California, Varian Associates 

Ed. 1971. 



17.- HAMMARSTRAND K. "Gas chromatographic analysis of -

pesticides". California. Varian As~ociate• ed. 1976 

p. 3,19. 

18.:- HARWI>G J., ·B.J. BLANCHFIELD, G., JARVIS. 1977'. Effecta 

~f ~ater activity on disappearance of patulin and -

citrinin from grains •. J •. Food Sci. il (5) 1225-1.228. 

19.- HAYBS P., P. GA~E. 1978. Inhibition of ·translation 

in reticulocyte lysat• by the micotoxin pat~lin. -

FBBS Letteré 9S 12) 252•256. -
20.- HORWITZ. ed. Natural ··poiasons. Cap. 26~ en " Officiál 

methods of analysia". Off i·cial ·Analytical: Chemists, 

Washington~ .1975. ~ 

21.- BUBAUX A~, G. ·vos¡ 1970. Decision and detection li-­

mits for 'l:"inear calibration c\irves, Anal. ·chem. il -
(8), 849-855. 

22~·- BODSON VALt.BY APPLE PRODUCTS. 1979. Apple ·juice line 

squeezes out profits. Food Eng. Iñternational !, (9) 

52-55. 

23.- HUHTER S.J., 1981. Calibration and the straight line: 

current statistical practices. ·J. Assoc. Off~·Anal. 

Chem, ,!! (3), 574-583. 

24.• JOBNSON.L.E., R. STEVENSON. 6 Basic Liquid Chro~ato-• 

graphy "· C~lifornia Vari~n Associates ed~-1978. 

25.- KBILOVA RODOVA H. 1949. The effect of'patuiin on ti­

ssue'cultures. Bxperientia.i, (6), 242. 

26.- LIEU F., L~B. BULLERMAN. 1977:. Productión and stabil! 

ty oi afl~~oxins, p•nicillic ·aci~ and pat~lin in se• 

veral substrates. J. F~od Sci! il CS)~ 1222~1224. 

27.- LINDROTH s., A. VonWRIGHT. 1977. Compárison óf the 

toxicitiesof patulin ~rid 'patulin adducts formed ~itb 

cysteine. Appl. Bnvirori. Microbioí·~ _ll (6), 1004- 1007. 

28.- LINDROTB .s., R~ NISKANEN~ · 197&·. aomparison of poten--

tial ·pat~lin hazarcl in home-m,acle and conuil$réial ápple 

"prodticts~· J. Food. Se!. ·43 (2) ·446-449. 



29.- LOVETT J. 1972. Patulin Toxicosis in poultry. Poult. 

Sci. 51. 2097-2098. 

30.- LOVETT J., T. PEELER. 1973. Effect of pH on the ther• 

mal destruction kinetics of patulin in aqueous solu­

tion. J. Food. Sci. 38 (6) 1094-1095. 

a) WEISNER B.P. 1942. Nature 149, 356. 

31.- LOVETT J., G. THOMPSON, K. BOUTIN. 1975. Trimming as 

a means of removing patulin from fungus rotted apples 

J. Assoc. Off. Anal. Chem.58 (5), 909-911. 

32.~ LOVETT J., G. THOMPSON, K. BOUTIN. 1975. Patulin pro-­

duction in apples stored in a controlled atmosphere -

J. Assoc.· Off. Anal. Chem. 58, {5), 912-914. 
33.- McNAIR D.H., B. ESQUIVEL. "Cromatografía líquida de -

alta presión" Washington o.e. Secretaria General de 

la Organización de los Estados Unidos A.mericanos 

(OEA) ed. 1973. 

34.- MARON s., c. PRUTTON. "Fundamentos de fisicoquímica". 

la. Ed. M,xico, Ed. Limusa. 1973. p. 306 -310. 

35.- MAYER W.V., S.M. LEGATOR. 1969. Production of petite 

mutants of Sacharomyces cerevisiae by patulin. J. Agr. 

Food Chem, 17 (3) 454-456. 

36.- MERCK Co. Inc. "The Merck Index". 9a. ed. U.S., the -

Merck Co. Ed. 1976. p. 914. 

37.- MILEZEWSKI K.E.V., V. KRUSH. 1976. Research on the -­

effect of micotoxins on cell cultures of human ori-­

gin. Cytomorphological changes in relation to toxin 

concentration. Keiler Milchwirtschaftliche Forschungs 

berichte 28 (4), 391-457. 

38.- MOLLER E.T., E. JOSEFSSON. 1980. Rapid high pressure -

liquid chromatography of p~tulin in apple juice. J. 

Assoc. Off. Anal. Chem. g (5), 1055-1056.· 

39.- NIP K, S. CHU. 1977. Production of [14c] patulin by 

Penicillium patulum. Appl. Environ. Microbiol. 33 

(4), 814-816. 



40.- NORSTADT A.F., M.T. McCALLA. 1969. Patulin produc­

tion by Penicillium urticae Sainier in batch cultu­

re. Appl. Microbio! • .!! (1), 193-196. 

41.• OLIVIGNI J.P., -L.B. BULLBRMAN. 1978. Pr9duc1:ion of -
. . 

penicillic acid and patulin by an atypiqal Penici-

lli um roquef orti isolate. Appl. Environ •. M-icro~iol. 

ll (2), 435-438. 

42.- OUGH s.c.,·A.c. CORISON. 1.980 .• ,Meas.urement-of patu­

lin in grapes and wines. J. Food. sci. 45 (2), 476-

478, 

. . 43 .- PBILLIPS. D." T .• , w .• A. RAYES .• 1978. Effects of patulin . .. .. 

on _th~ kinetic~ of suba.trates and cationic ligand 
activa_tion of adenosirua triphosphatase 'in mouse - -

~rain. J. Pharmacol. Exp. Ther. ill (3f, 606-615. 

44.- PI'l'T I.J. "The genua Pllnicill.ium· án.d its teleomor-­

phic ét~tesr itipenicillium arid Tala~omyc~j? la. ed. 

Londres Academia Press. 1979.- P· 45·,154, 155, 162-

163, 3i6, 329, 613, 61~. 

45~-~ POHLAND E.A., ·a .. ALLEN. 1970. Analysi·s and chemical­

c'onfirmation of patulin in' gi:ains. J. Assoc. Off. 

Anal. Chem. i! (4), 686-687. 

46.- POBLANO E.A., R. ALLEN. 1970. StabÍlity studies with 

patulin. J. Assoc.Off. Anal. Chem. 53 (4)·, 688•691. 

47.-·POHLAND E.A., x. SANDBRS, w. THORPB~ 1910;. Determi­

nation of patulin in apple 'juice. J. Assoc. Off. -

Arial. Chem. 53 (4)~ 692-695. - . 
a) BIRKINSHAW J. H., et al. 1943~ Lancet No. 245, 

625-635. 

b) OOSTERHUIS H.K., 1945, Mededel. LaD. Phisiol. 

Chem. Univ. Amsterdain .!2 ·(3), li6. 

48.-.RIDDY S.C., .~.K. C~AN, A.W. HA~!~, ~.L. WI~LIAMS, A. 

CIB.GLER. 1979 •. Toxicit,y 9f patulin and ita intera.c-
. ' ('~ 

ti_o~ _with peflicil_lic acid. ~ede_~atio.n Proceedings -
·.·, 

,!! (3), 679 •. 



49.- REDDY C.S., P.K. CHAN, A.W. HAYES. W.L. WILLIAMS, A. 

CIEGLER. 1979. Accute toxicity of patulin and its -

interaction with penicillic acid in dogs. Food·and 

cosmetics toxico! • .!1 (6) 605-609. 

SO.- REISS J. 1972. Comparative investigation on the toxi­

city of some mycotoxins to the larvae of the br±ne -

shrimp (Artemia salina L.). Zentralblatt fur Bakte­

riologie Parasitenkunde .!.22,_ (5) 531- 534. 

51.- REISS J. 1972.Toxic effects of the mycotoxins aflato­

xin B, Rubratoxin B. patulin and diacetoxyscirpenol 

on the crustacean CycloFeus fuscus. J. Assoc. Off. -

Anal. Chem. ll(4)- 895-896. 

52~- ~~ISS J. 1976. Mycotoxins in foodstuffs VII. Inacti­

vation of patulin in whole wheat bread by sulfhydril 

compounds, Cereal Chem. 53 (2). 150-152. 

53.- RICE L.S. 1980. Patulin production ~Y Byssochlamys spp 

in canned grape ju ice, J. Food. Sci. 4 5 (.2) 485-496. 

54.- SCOTT P.M., E. SOMERS 1968: S~ability of patulin and 

penicillic acid in fruit. jui~es and flour. J. Agr. -

Food. Chem. 16 (3) 483-485. 

55.- SCOTT P.M., F.W. MILES, P. TOFT, G.J. DUBE. 1972. --­

Ocurrence of patulin in apple juice. J. Agr. Food. -

Chem. io (2) 450-451. 

56.- SCOTT P.M., P.C. KENNEDY. 1973. Improved method of -

thin layer chromatographic deterrnination of patulin 

in apple juice. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 56 (4) -

813-816. 

57.- SCOTT P.M. 1974. Collaborative study of a chromatogr! 

phic method for determination of patulin in apple 

ju ice. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 57 (3) 621°-625. 

58.- SEKIGUCHI J., M. GAUCHER. 1977. Conidiogenesis and 

secundary metabolism in Penicillium urticae. Appl. 

Environ. Microbio!. 33 (1) 147-158. 



59.- SBKIGUCRI J., M~ GAUCHER. ·1979·~· Idéritificat:ion of -­

Phyllostine as an in.t.eruiediate of the patulin path­

vay in Penicillium urticae. Biochemiatry. !! (9) -

1785-1791. 

60.- SIRXWARDANl M.G., P. LAFONT. 1979. 'M&thode d~nsitom&-

61.-

tri~ue de dosage de la patúline dans les jus de - -

fruita. J. Chromatogr~fil, 425-428. 

SOMJIBR. F.K., ·R.J. BOCHARAN, J.I •. FORTLAGB. 1974. •• 

Pro4uction of patulin by P8niciilium expansum. Appl. 
,, ¡ 

Microbiol. 28 589-592. 

62.• STINTSON E.E., N.C. HOHTANBN, B.T. ZBLL. P. SCHWARTZ, 

I'. s·. OSMAN. i977. Determination of patulin ln ·. apple 
• I ;', O ~ !" 1 • 

juice products as the 2,4 dinitrophenylhidrazone de-

rivative. J. Agr~ Food, Chem ll, (5) 1220-1222. 

63.- STOLOFF L. 1972. What PDA is d~ing about the mycoto­

xin problem? en "Master manual' of molda and·, mycoto­

xin~:" •. Far·m Technology/ agrifednian-Celanese· Chemical 

co. ed. u.s.A. p.61-63. 

64. - STOLOFF L. 1981. Report on mycotoxins·. J. As·soc. Off 
,. 

Anal. Chem. _!! (2), 376. 
·.,:. ). 

65.- STOTT T.11., L.B. BULLEltMAN. 'í'975. Microbiological 

assay of patulin using Bacillus megaterium. J. Assoc. 

Off •. Anal. Chem. ~ (3) _497-499. 

a) KLEMNIR, B.,.A. RICK~R,· O.ALiEN.1955. Phytopatho­

logy _il, 618-625. 

b) KAVANAGH·.,. 1947. J. ·aacteriol. 54, 76'1i16·6. 
·. -

66.- STOTT.T.W., L.B. BULLERMAN. 1975. Infiu~nce of carbo• 

hydrate and nitrogen· source on patulin production by 

Penicillium patul·um. Appl. Microbiol. 1Q. (5), 850-

854. 

67.- STRAY H. 1978, Bigh pressur~ liquid chromatographic -

determination of patulin in apple juice. J. Assoc. 

Off. Anal. Chem. 61 (6) 1359-1362. 



68.~ TEH WEI HU. "Econometría : Un an,lisis introductorioª 

la. Jd. Mixico. Fondo de cultura econ6mica. 1979. -

p. 48-59, 191-193. 

69.- TRESSLER, JOSLYN. Apple juice. cap. 6 en "Fruit and 

vegetable jqice technology". Connecticut U.S.A. AVI . ~ . 

Publishing Co. 1971. 

70. - UNITED STATES-JAPAN COOPERATIVE PROGRAM IN. NATURAL -
. . 

RESOURCES. (UJNR). "~roceedings of the f irst U. S. -

Japan conference on toxic microorganisms, mycotoxin 

botulism~ Publicado por UJNR. Joint panels and USDI 

Washington o.e. ~970. p. 12-10, 146-148, 195. 
. . 

7l.~-~RAGUCHI K., M. YAMAZAKI. "Toxicology, biochernistry -
,· 

and pathology of mycotoxins". London. Jo~n Wiiey 
·, 

son s e.d • 19 7 8 • p • 4 , 2 6 , 2 7 , 6 5 , 91 , 9 2 , 14 5 ·, 14 7 , -

1 7 2 , 1 7 s , ~ o o , 212 , 21 7 , ·2 3 3 , 2610 . 

72.- WA~E M.G., W. THORPE, E. POHLA~D. 1974. Liquid chro-
' . . 

matographic method for determination of patulin in 

apple juice. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 57 (5), 

1111, 1113. 

73.- WARE M.G., 1975. High pressure liquid chromatographic 

metµod for the .determination of patulin in apple:-­

butter. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 58 (4), 754-756. 

74.- WILSON D.M., J.G. NUOVO. 1973. Patulin production in 

apples decayed by Penicillium expansum. Appl. Micro­

bio!. 26 (1), 124-125. 

75.- WOO~ROT, LUH. "Comercial Fruit Processin~". Connec-­

ticut USA AVI. Publishing Co. 1975. p. 149-162. 



ANEXO I 

Interpretación esta.d!s.tica de los resultados. 

' . 
Los estindares externos se usan comunmente en la ---

prlctica analltica. En muchos m,iodoa, el analista usa -

una curva de calibraci6n lineal o curva p~ir6n obtenida -

de la mediai~n de estlndares, ~ar~ estimar la concentra­

ci6n de una muestra desconocid~; ~~ la cromatografía de -

U~qui~os de alta, pres~6n se realizan. d~terminacio~es. cuan­

titativas ·,utilizando una curva de calibración donde. la --. . . . . .. · . . . . . . . . 

respuesta en ,rea bajo el pico se grafica como una función 

de la concentraqi6n, La línea que pasa por los· pun·tos re• 

presentativos se denomina l!nea de regresión, est( línea es 

una estimaci6n de la línea de calibración verdadera. Puede 

predecirse que cualquier nuevo ~stindai dar¡ una sefial que 
. ... . 

caerl en la vecindad de la línea obtenida, .no necesariamen 
. ..... -

te coincidir, con esa línea,esto se debe· a que la línea de 

calibración es un estimado de la línea verdadera y que para 

un contenido dado, la señal de respues~a correspondiente -

no asume un valor fijo sino que .. ~.e di,tribuye al azar alred.! 

dor de un valor medio y esta distiibu~iSn n~·se conoce con 

exactitudJ en otras palabras la incertidumbre se debe a la 

falta de información y a la. falta de reproducibilidad per­

fecta inherente al método. 

Los puntos mis importantes de la construcci6n .de una, 

curva de calibración son: 

c1) La elecci6n del tra.tamien_to mateJnátJ.co para el me­

jor ajus~e. d~-1~ línea r~~ta para los datos de calibr•ci6n. 

b) La determinación del . lím.i te. de det.•cción. 

c) La determinaci~n ·d.e. la confiabilidad d~ los. resul­

tados en base a los datos obteni~os. 



El tratamiento matemático más utilizado en estos ca-­

sos es el modelo de regresión de una ecuación con el esti­

mador de mínimos cuadrados, cuyo principio consiste en la 

elección de los valores de los coeficientes de regresión -
. . 

(ay b de la ecuación y= bx •a) que minimizan la.suma 

de las desviaciones al cuadrado entre los valores observa-

dos y l~s estimados de Y.: 1: e2 donde e = y - =9. 
'=1 . 1 

La línea· de regresión se calcul6 en este trabajo por 

este método·, las ecuaciones empleadas fueron: ( 2 ) • 

La línea.de regresión: 

Y: bX + d 
Dond~ 

b = ¡ ~ X¡-x >< Y1 -y> 
t <x1 -x>ª 

( I.) 

a:y-bi 

l•' cQrr•1aci6n entre e¡ .área y l.a concent~ación se m,!_ 

di6 por el .c~eficiente de correl~ción lineal~= 

( I.I) 

Una vez determinada la ecuación de regresión se esta­

blecen varias limitantes; en este punto se ha~ propuesto -­

tres niveles: 

a) Límite de decisión: que es· la respuesta del instru­

~ento· airiba del aual una sefial puede ser r•conocida lo -­

suficiente para ser d•tectada.· Con este l!mite uno puede· -

decidir ai el resultida'de u~ an,lisis indica la presencia 

o ausencia de la ~us~ancia buscada. 

b) Límite de detección: que es ·el nfvel de señal neto 

que puede esperarse que conduzca a la detección, en un pro­

cedimiento analítico dado, es el Límite en el cual puede -

confiarse la detecci6n del analito problema. 



e) Límite de determinación, el nivel al cual la pr•ci­

sión de la medición es satisfactoria ·para análisis cuanti­

tativo ( 21 ) • 

In ambos lados de la l!nea de reg~esión, _pueden dibu­

jarse doa l!mites de confianza, con un nivel de confianza 

ce escogido a priori. E¡ cratamiento matemático fué des-­

crito por Working y Hotelling ~n 1929 (23); la línea de-~ 

regresión y sus dos límites ~e cpnfiaqza represe~tan una -

slntesis grlfica de nuestro conocimiento sobre· la relación 

entre contenido y señal. Con ~i.1a po_demos pred~cir con un con-
;' 

tenido adn n9 explorado rendirá una señal que caiga dentro 

de la banda de confianza y b~cer est• predicci6n con----

1 -ce de probabilidad. En general, la anchura de la banda 

de confianza depende de: la dispersión de las señales para 

un contenido dado, el conocimientQ que tengamos de esa dis 
•,: ,.·· 

persión y el grado de incertidumbre sóbre ia verdadera po-

sición de la línea de calibración, Los límites de con-­

fianza, no representan la dispersión de las senales sino -

nuestra capacidad para predecir ·valores ~robables para las 

señales. ( 21 ) (ver gráfica IV de. l°a 'secci6·n· de resultados) • 

En este caso el procedimiento seguido ~araala deter­

minación del 11mite de detec.ción y las. bandas. d,e confianza 

fuS el siguiente: 

La lín'ea de regresión (I) se resolviS p·ara una, conée! 

tración de cero para determinar un_área de pico que es la 

esperada para un valor blanóo (un valar blanco e~aquel -­

que no contiene la sustancia eri cuestión), este valor co-­

rre,sponde al parámetro a de la ecuación ,( I·) ., ,se calcularon 

los l!mites d·e confianza, istos se derivan de la ·conside­

ración de que· cualquier valor ·Y corr.espondien·te· a un va•lor 

dado x tiene una· distribuci6n ga:dsiana alrededor ·de. su va­

lor calculado Y, los l!mites de confianza a eualqui&r pun­

to x se expresan como: 



Y= Y+ b(x-x> ! t{V(yl (III) 

t: correspond·e a la probabilidad 1 - oc para los lími­

tes superior e inferior. La varianza de y: V (y)· es la su­

ma de la varianza de j mis la varianza residual. 

con: 

V(y>= V(y+ blx-~))+ rr2 

2 
V<y): .! 

n 

(IV) 

(V) 

2 ·2 La varianza fJ' puede reemplazarse por su estimado S 

y entonces queda: 

'I = y +b(x-i) !st,/ 1.1.cx._x >2 

n f (x.-i >2 
i:1. 1 

1 
(VI) 

En particular para x = O 

y=y+bi+st.11+1+ '&2 ' 
e V n tcx.-x>2 

(VII) 

t:1 ' • Ye es el límite superior de predicci6n en el blanco 

al 99\, o límite·de decisi6n,t se oalcul6:de las tablas·de 

t de student con n-2 grados de libertad y ex ~o. 01.. Y -­
L 

es el límite inferior de predicción y esta dado por: 

·Y'= y+b<xP-x>·st 1+1+<x2-ii cv111> 
L n f(x. -X)2 

ja1 1 

.11 límite· de.detección.se .calculó por .comparación de 

estos·,dos límites de predicci6n( los limites infe~ior~s -

de· confianza de compararon con-el l!mite.superior en .el -

blanco hasta que se en·cuentra un límite i~feri9~ que fué 

mayor·, o igual al límite superior de predicci6n e:n el blanco, 

esto se realiz6 sustituiendo los valoies de Xp.en la equa­

ción VIII hasta que igualaron o superaron el valor de Ye, 



~l valor de Xp que produjb esto fui x0 , el límite de detec­

ci6n, g:rclficamente es más fá.cil visualizarlo: 

por·: 

.Y 

La regi6n de 

, 
·"' 

. ,,. ,,. ,,,. ,,. ,,, . .. ,, 

>fo 

confianza para la 
·w 

L, · ia- &.....il' 1 •• llft,- • ..,....-1or, ··, .. 

LmH d• r*lrftiÓn. · 

L, 't ! .. f •. · 1ma • .,·tn .fl'iOr, 

,, 

X 

... 

.~ . "<'t ,:·· :·, 
l!neá entera esta dada 

, ·. 

•.. ( I;K) 
' 

donde F se encontr6 .e~ .las tab.la1t· de- Snede~or,, .<••:> con 

D • n-2 graOos de libertad y OC= O.OS, este es el interva­

lo de Working-Hotelling, que es una generalizaci6n de laa -

ecuacion-es (VII) y (VIII) , ya qui· .. ~st-as son sólo vllidaa pa­

ra un valor p-reselecc'ionado de x 1_"', mi~·~trls · que este es vl• 

lido para cualquiera que sea el valor~d• x. 

La regi6n de confianza sobre la lf11~'ai' :~uede estrechar-
~.. ~-~ I 

se limitand-o el rango o.e la variable x ( C < X < e ) para -

la cual se requieren futuras prjdicciones, as! loe nuevos -

valores fueron: 

a+bx ! LW ( X ) 



donde Les una constante que se encontr6 en la tabla 

2 de (23), esta constante Les funci6n del rango escogid~ 

en nuestro easo se encontr6 un valor de 0.89 para un inter 

valo 0.004< X< 0.015. 

Para el problema inverso, o sea el determinar la con­

centraci6n dada una lrea, se estim6 el valor de la concen­

traci6n x por: 

x = Y-a 
b 

(XI) 

Y se mantuvo la región de Working-Hotelling para la -

l!riaa entera. 

Para dar resultados de estimaci6n de concentración -

confiables se usó el método de Lieberman, Miller y Hamil ton, 

que construye un intervalo de confianza lOOP\ para la res­

puesta real '\ basada en las observaciones futuras y da--

das por Y .± Zp .,.• donde Zp es la desviación normal. 

Debido a que~ se desconoce, el límite superior de -­

confianza 100 (1-<:q2) , está dado por: 

"' us 'X2 1 
1 

2 u, tl'/2 

(XII} 

Donde x;,~/2 es el valor de la distribuci6n chi -

cuadrada ( ) con~~ n-2 grados de libertad. Los limites 

{XIIIl 

contendrán el valor verdadero 1'\ 
esta proposición está hecha con 100 ( 

fianza ( 23) • (ver diagrama 6) 

100 P\ del tiempo y 

l-CC/2) \ de con--
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