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1
INTRODUCCION

La investigacidn pura y aplicada a la que se debe en
.gran parte el enorme desarrollo actual, nos ha proporcio-
nado métodos para encauzar cientificamente su aplicacién -
en beneficio del ser humano para mejores condiciones de -
vida.

Una de las mayores preocupaciones -del hombre moderno
es el problema de la contaminacidn, situacidn que se mani-
fiesta en la cada vez mas ardua investigacidn de este - -

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

Los alimentos no escapan a esta preocupacidn y se de-
sea proporcionar al consumidor productos libres de substan-
cias nocivas ya sean .de origen natural o provenientes de =
las técnicas empleadas en su elaboracidn, procesamiento, =~
recoleccidn y cultivo; sin embargo no siempre es posible -
satisfacer esta condicidn. El hecho de que algunas de las
substancias potencial o realmente peligrosas ejerzan sus -
efectos nocivos a muy bajos niveles de concentracidn difi-
culta su deteccidn, por lo que es necesario emplear técni-
cas analiticas sensibles. Tal es el caso de a;gunos conta-
minantes de origen natural como son las micotoxinas y los

originados por la actividad humana como pueden ser los plaguici-
das. '

.Las micotoxinas son metabolitos fungales bioldgica--
mente activos que poseen estructuras moléculares complejas.
Biisicamente su estudio se inicid con Sergeant, Seridan - -
O'Kelly y Carnaghan en 1961 con el descubrimiento de la -
aflatoxina y sus efectos tdxicos (1lla); aunque ya se cono-
cian algunas enfermedades debidas a los efectos de las mi-
cotoxinas, [como es el caso del ergotismo ], no se les ha-
bia dado importancia, pero con la comprobacidn de los ries-
gos reales y potencialps de estos compuestos sobrg la salud
animal y humana, se hizo necesarié la intensificacidn de -
los estud.i.os para abarcar todas las facetas de este proble~-

ma, sobre todo teniendo en cuanta la gran posibilidad de-



‘contdminacidn de ‘los alimentos por estos agentes, A esta

‘tarea 'se han avocado organismos ‘dé salud pdblica relacio-
‘nados con la contaminacidn de alimentos que han seleccio
nado varias micotoxinas en base al dafio que ocasionan y =~
a la prevalecencia de los hongos productores. Estas mico-
toxinas son: esterigmatocistina, patulina, &cido penicili
co, miembros del grupc-tricoteceno, luteoskirina y citri-
na (figura 1) (63).

Entre estas toxinas es de especial interés la patu--
lina, por sus diversas propiedades tdxicas. i.e: .Carcino~-
genicidad, Mutageénicidad, Teratogeniciddd, Antibiosis y -
otros efectos fisioldgicos y el gran niimero de especies -
‘capaces de producirla (tabla 1). Es-de consideracidn =---
también su estabilidad al tratamiento t8rmico en alimen--
tos con bajo pH-como es el caso de los jugos y néctares -
de frutas (30).

Debido a que ias especies fungales productoras de pa
tﬁlina son contaminantes comunes de los alimentos la pro-
babiliﬁaq de contaminacidn con este compuésto es alta. En
la naturaleza esta micotoxina es producida principalmente

poxr el hongo Pénfbillium expansum dgue eSs un paiégeno‘de

amplio espectro y tiene alta intidencia en la pudricibn -
de manzana y pera’ en poscosecha (44). En nuestro pais se
ha detectado una alta contaminacidn con Penicillium spp -
en el almacenamiénto de manzana (1). Se considera que los
productos de manzana y pera con los mis susceptibles a =
sufrir contaminacidn por 1la patulina y aunado esto a la -
gran estabilﬁdaﬂ“ﬁue presenta 'la micotoxina en dichos --

producfosf(54) 46), se hace necesaria .su cuantificacidn.

Por 1o antera.or el objet;.vo general de este estud:.o -
es la evaluacion del n1ve1 de patullna en Jugos dé manza-

na y nectares de manzana Y de pera expendldos en la Ciu-



dad de México utilizando la cromatografia de liquidos de
alta presidn como té&cnica de andlisis y asi poder emitir

un juicio de calidad de estos productos.

Para cumplir dicho objetivo general se establecie-

ron los siguientes objetivos especificos:

1.- Seleccionar y optimizar el procedimiento anali-
co para la identificacién, cuantificaciéq.y con=-
firmacidén de patulina en jugos de manzana y néc-
tares de manzana y pera.

2.~ Comprobar la capacidad de produccidn de patulina
de hongos patdgenos gque comunmente contaminan a
las manzanas:

a) Por fermentacidn em medio de cultivo.
b) En manzanas infectadas.

3.~ Muestrear al azar las principales marcas de ju==

gos y néctares de manzana y pera expendidos en =~

la ciudad de México,

4.- Llegar a resultados confiables haciendo uso de =~
métodos estadisticos para emitir un juicio de -

calidad de los productos analizados.
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ESPECIES FUNGALES CAPACES DE PRODUCIR PATULINA

Penicillium

Tabla 1

patulum

Penicillium

expansum *

Penicillium

lapidosqm

Penicillium

melinii

equinum

Penicillium

Penicillium

novae~zeelandiae

Penicillium

Penicillium

diverggngis

griseo-fulvum

Penicilliun

10.- Penicillium

leucopus

cyclopium

11.~ Penicillium

urticae

12.~ Penicillium

13.~ Aspergillus

claviforme

clavatus

14.-.Aspergillus

15.- Aspergillus

giganteus

terreus

16.~ Bigsochlamys nivea

* Principal productor de patulina en la naturaleza.

Ref.

(11)



CAPITULO I

1.~ Generalidades sobre Patulina

1.1 Antecedentes

El descubrimiento de la penicilina en 1928 y su intro-
duccifn como agente quimioterapefitico en los afios 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 microbioldgico., El gran éxito alcanzado
en poco tiempo por la penicilina influyd en la biisqueda de
nuevos antibibticos, ( un antibidtico es un compuesto tdxi-
co a los microorganismos’para que sea un antibidtico efec-
tivo terapefliticamente hablando, debe ser mids téxico para -
los microorganismos que para el hombre) asi, pronto se des
cubrieron la patulina, la citrinina, la griseofulvina y el
dcido penicilico y se establecieron sus potenciales antibac
teriales, sin embargo 1luego se vid que los compuestos men-
cionados eran demasiado tdxicos para usarse como medicamen-

tos clasificdndose entonces como micotoxinas (44).-

La palabra micotoxina proviene del griego mykes (hon-
go) y del latin toxicum (veneno) y es usada para designar-
a los metabolitos fungales secundarios que causan cambios -
patogénicos o anormalidades fisioldgicas en el hombre y los
animales de sangre caliente. La micotoxicosis es la intoxi~
cacidn del huesped producida por la ingestidn de alimentos
contaminados con hongos (71).

Hasta el momento se tienen 3 géneros de hongos que son
notables en la produccidn de diversas toxinas:
Aspergillus,
Penicillium,

Fusarium.



Penicillium y Aspergillus sqon los-dos géneros principales
de hongos que afectan a los alimentos durante el almacena-
miento en el mundo entero (10). Fusarium es un género que

afecta a los vegetales en el campo.

Las espeéies de Aspergillus producen relativimente po
cas toxinas; siendo las principales: aflatoxinas, esterig-
matocistina y ocratoxina, mientras que las toxinas de Fu-~
sarium son todas derivadas de los ndcleos de zearalenona o
.tricoteceno. '

tas toxinas con mayor heterogeneidad son producidas
por la especies de Penicillum y de acuerdo a la l:.teratura.
son también las que mds se producen universalmente ( el -
58-74% de las cepas de Penicillum aisladas de alinentos =--
enmohecidos son toxicogénicas). Algunas toxinas de Penici-
llum afin no han sido caracterizadas y se desconoce mucho
sobre los factores gue influyen en su produccidn. En ocasig
nes la literatura estd hasada en identificaciones equivoca-
das que hacen dificil el hecho de establecer las relaciones
correctas entre especies; toxinas y enfermedades [44).

Las principales toxinas producidas por Penic;llun spp
se muestran en la tabla 2, (44).

Se han registrado varios casos de intoxicacidn con
micotoxinas a 1lo laréo de la historia, pero debido a la -
falta de investigaciSn y a_la carencia de técnican para 19
calizar al agente causal de la enfermedad no se les dié --
importancia. En las &pocas anteriores a 1960 soio muy pocas
intoxicaciones se relacionaban directamente con 1o0s hon
gos, entre ellas se encuentran las debidas a los basidio-
ﬁicetos venenosos como la Amanita muscaria Yy i.phhiloiaeé

qie ‘actualmente caen dentxo de la categoria de micotoxico-
sis. En la tabla 3 se encuentran las principales micotoxi-
cosis, las toxinas y los hongos responsables de la intoxi-
cacidn. Fue hasta 1960, cuando se presentd un caso de afla-
toxicosis en guajolotes, que se denomind enfermedad X de



Tabla 2

PRINCIPALES TOXINAS PRODUCIDAS POR PENICILLUM

Micotoxina;
Citroviridina
Citrinina
Cicloclorotina

Acido ciclopiazdnico

Islanditoxina
Luteoskirina
Ochratoxina A

Patulina

Acido penicilico

Penitrem A
P.R, Toxina
Roquefortina

Rubratoxina
Rugulosina

Verruculogeno

Spp

especie;

g g | tg 1w 1 o

g

1o

{fo Iw 1o v

lrg
.

to
.

REF.

citreonigrum, P. mezynskii

citrinum
islandicum

aurantiogriseum

islandicum
islandicum

viridicatum, P. verrucosum

expansum, P. griseofulvum

aurantiogriseum, P. puberu-

lum.
crustosum

roquefortii

roquefortii

purpurogenum

rugulosum P, aurantiogriseum

janthiellum P. simplicissinum

(44)



Tabla 3

MICOTOXICOSIS, TOXINAS Y HONGCS RESPONSABLES DE INTOXICA-

CIONES.

ENFERMEDAD
Ergotismo

Aleukia tdxica
alimentaria

Stachybotryotoxicosis
Enfermedad fotosensi-
bilizante
Aflatoxicosis

(enfermedad x de
guajolotes)

Toxicosis de fusarium

Vulvovaginitis
Toxicosis de patulina

Toxicosis de malta
germinada enmohecida

Hiperqueratosis
(enfermedad x de vacas)

Ptialismo

ToxicoBis de arroz
amarillo

TOXINA

Alcaloides .del
ergot

Tricotecenos

No conocida
Sporidesmina

Aflatoxinas

Nivalenol

Fusarenon=-X
Toxina T-2
Toxina HT-2

Zearalenone
Patulina

Maltorizina

Patulina
Eslaframina

Cictreoviridina
luteoskirina
ecicloclorotina
Citrina

Ref. (71)

HONGO

Clav;segs
purpurea.
e ———

Fusarium
gporotrichioi-
des, F. poae
=Py s EYeE

Stachybotrys
atra

Pithomyces

chartarum
M

ispergillus
flavus A. pa-

Fusarium
nivale

F. spp

Fusarium grami-
nearum’g. roseum

Penxczll;um yrti-~
cae

Aspergillus oryzae

var. microsporus

Aspergillus che-
valjeri A. c¢lava-
L@ * .
Rhizoctania
leguminicola

Penicillium citreo~
viride.

g. islandicum

P. citrinum
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los guajolotes, cuando se descubrid- que ciertos metabolitos
fungales producian cambios patoldgicos en el hombre y los -
animales. En estas dos decddas pasadas se ha demostrado --
que muchas enfermedades de etiologia incierta se deben a la

ingestidn de alimentos contaminados con hongos.

A raiz de este descubrimiento se han identificado nu--
merosas toxinas hacie€ndose necesaria su agrupacidén ordena--
da para facilitar su estudio (71).

Es diffcil hacer una clasificacidén de las micotoxinas
debido a que sus estructuras son muy variadas, sin embargo,
pueden agruparse de acuerdo a la ruta metabdlica de la que

derivan, asi tenemos:

1) Micotoxinas derivadas de aminodcidos

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 biosintesis =--

aromitica (ruta del Acido siquimico) (71).

Natori (10) propuso una clasificacidn similar pero li-
geramente modificada.

Asi mismo pueden agruparse de acuerdo a los sitios en

los que actuan (organos blancos):

Micotoxinas hepatotdxicas (higado)
Micotoxinas nefrotdxicas (rifidén )
Micotoxinas dermatdxicas ( piel )
Micotoxinas endocrinotdxicas ' (sistéma eénddcrino)

Micotoxinas tdxicas a los Srgénos reproductores.

Micotoxinas neurotdxicas (sistema nervioso)

Las micotoxinas son especialmente importantes entre -

las. toxinas naturales por Jos siguientes factores:
1) Los hongos productores de toxinas, estdn amplia--

mente distribuidos y pueden contaminar a los ali--



mentos.:
2) Las micotoxinas pueden persistir en los alimentos

afectados afin después de la erradicacidn fungal.

Estos hechos favorecen la proliferacién de micotoxi-
cosis ya sean esporidicas, accidentales, aisladas o bien
endémicas y epidémicas (71).

En la figura 2 se presentan las probables rutas de -
contaminacidén por micotoxinas.

La patulina se descubrid como un potente antibidtico

produqi&o por Penicillum expansum en 1938, después se lo-

grdé aislar también de medios de cultivo de Aspergillus --

clavatus en 1942 y Penicillum claviforme en el mismo afio,

su nombre actual se deriva del subsecuente aislamiento del
medio del cultivo de P. patulum sindnimo ée P. urticae -
Bainier por Birkinshaw y Col. en 1943 (47a), en geheral -
ha sido aislada de varias especies de Aspergillus (Kent =~
y Heatley 1945, Waksman 1944, Weisner 1942), de Penici- -
1llum (Birkinshaw 1943, Chain 1945, Kent yjHeatley-1945,
Wilkens y Harris 1942, 1943) y de Gimnoascus (Karow y Fos
ter 1944), como puede verse en la tabla 1. En vista de 1la
diversidad de hongbs productores de patulina, se le han -
asignado varios nombres, entre ellos: clavicina, clavifor-

mina, expansina, penicidina, micoina C leucopina y ter-

3
cinina (47).

Se utilizd a la patulina como remedio para los res -
friados en 1943 (47a) y como un antibidtico para el trata-
miento de las infecciones micdticas de la piel en 1945 --
(47b). Se realizé el primer estudio sobre la toxicidad en
1947, se determind su estructura gquimica en 1949 (Woodward
y Singh) y se confirmé por la sintesis articifial en 1950
(36).

La ruta biosintetica de la patulina fue estudiada -=-

originalmente por Birkinshaw en 1953 y continuada por -~
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PROBAQLES RUTAS DE CONTAMINACION POR MICOTOXINAS .

HONGOS
de

ALMACENAMIENTO.

Humanos
_ ' . i /"‘
Productos ALMACENAMIENTQ|H Produccion | fAlimentos
agricolas. i de toxinas humanos

! -
l .
HE ¥ \ funga[es. Alimentos

o m e para

L e T - s

PrOdUCtOS-' MiEOtOXiCOSI.S
ldcteos, |TOTg®
carne, huevo

t 3
1 . ! ani :
1 Alimentos ‘ males . .
N ¢ P . ~Micotoxicosis
[ nado, pes-
rocesados. | P
;P i cado, animales [794ga-
bommmmmm e ? de experimen
e = ) - Ruta de alta probabilidad. tacion,etc.
]
i Alimentos ! .
4 — .
i fermentados ! uta probable
. ]
!  hechos bajo ! .
: condiciones no H Ruta menos probable.
) ~3 H 1
_.sanitaras )
A .4 _ 4
' - « s 2/
Condiciones Temperatura, dD.v:pqs:mor}cat;Z?;-
climaticas humedad. etc ftaria,me -
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Enrensfiard (1955), Bu'lock (1958), Tanenbaum y Basett - =
(1959) ,Bu’ lock (1965), Scott y Yalpani (1967), Forrester
y Gaucher (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 realizd la produccidn experimental de -cén
cer por induccidn de sarcoma subcutdneo én ratas (10a),
el ihteréé inicial (como antibidtico) en la patulina dis-
minuyd 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.i.~(10). Se han reportado varias intoxicaciones de ga-
nado por ingestidn de alimentos contaminados con hongos -
p;oductores de patulina, una de estas fué registrada en -
Japén (35), la contaminacidén de malta con P. urticae pro-
dujo la muerte de vacas lecheras por hemorragia en Kobe -
Japdn en 1968 (71), en Alemania la intoxicacidn de ganado

con malta germinada contaminada con Aspergillus clavatus

se relaciond con los efectos t8éxicos de la patulina (71).

La patulina puede presentar un riesgo potencial si =~
se ingieren productos alimenticios contaminédos por esta
substancia. A rafiz de las evidencias obtenidaé de sué efec
tos carcinogénicos (10a) y mutagénicos (35) y de su presen
cia en alimentos comerciaies (55) se ha dado gran é&nfasis
a los métodos analiticos para la deteccidn y cuantifica--

cidn de esta micotoxina.

Se utilizaron méto&os microbioldgicos para el anfli-
sis de la patulina basindose en sus propiedaées antibibti-~
cas contra bacterias Gram positivas y Gram negativas asf -
como contra algunos hongos que son sensibles a la patuiina,

entre los microorganismos utilizados estén; Baciilus subti-

lis, Escherichia coli y Staphilococcus aureus en 1944 y -




14

1945, con el método de estria en placa, S. aureus y Bac-

terium coli en 1947 con el método de la placa cilindrica,

con estos métodos la potencia se media como la mis alta
dilucidn de la substacnia que evita el crecimiento del mi-
croorganismo.

Se han ideado técnicas para cuantificacidn en térmi-
nos de pg utilizéndo Agrobacterium tumefaciens con un 1%-
mite de deteccidn de 2-3 Pg/ml en 1955 y Bacillus subti-
J1lis (g,pg/ml} en 1947 usando métodos turbidimétricos y
de diluéién respectivamente (65a, 65b).

En 1975 se desarrolld un método cuantitativo para su

determinacién utilizando Bacillus megaterium, microorga--
nisqo que habfa sido usado previamente pafé el analisis

de. aflatoxinas en’1966 y 1968 y psra ocratoxinas en 1969,
en este método se encontrd una buena correlaci8n entre

halo de inhibicidn del crecimiento y la concentracidn de

patulina, con una exactitud comparable a otros mé&todos no
microbiol8gicos, pero menos sensible (65).

Otros méto&os incluyen técnicas basadas en la croma=-
tograffa de capa fina para la determinacibn de patulina,
aplicindose a diversos alimentos susceptibles de contami-
nacidn con la toxina: en carne y productos carnicos en --
1971 y en pan en 1972 (52), en granos en 1970 (45), en ju
gos de frutas y harinas en 1968 y 1973 ( 54, 56) y en_ 1974
en jugo de manz;na en un estudio de colaboracidén con va--

rios laboratorios (57).

El método de Scott y Kennedy de 1973 (56) se adoptd
como el método oficial de la Asociacidn de Quimicos Ana--
ligtas Oficiales (AOAC) en 1974, pero en 1975 Cogley en--
contrd que algunos jugos de manzana contenfan substancias
que interferfan en la determinacidn de patulina por este
método, entre gstas substancias se encuentran la escopole-
tina (62) y el 5 hidroximetil furfural (72), por lo tanto

se encamind la investigacidn a técnicas analiticas que eli-
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minaran estas interferencias presentes en los jugos de -

manzana mencionados, empleando la 2,4 dinitrofenil hidra-
zina para formar ei‘derivado con la patulina en una micro
columna y la posterior cuantificacién por la. absorbancia

a 375 nm en capa fina (62).

En 1979 (60) se propuso un métogo utilizando una meg
c¢la de alcohol isopropilico-acetato'dé etilo para la ex--
traccidn y cromatografia de capa fina, utilizando acetato
de anilina como relevador y cuantificando por densitome--
trf{a obtuvieron un 1imite de deteccidn de 0.004 Jag, menor
al del m&todo oficial de la AOAC que es de 0.01 pg/ (56).

Posteriormente se probd la cromatografia en capa fina
bidimensional para eliminar interferencias en jugo de fru-
tas en 1979 (64) y en 1980 (42).

Los métodos que emplean la cromatografia en capa fina

se han usado ampliamente en estudios de produccidn, presen
cia, estabilidad y toxicidad de la patulina (7,27,28,31, -
32, 30, 39, 41,55,61 y 74), paralelamente se han realizado
determinaciones de patulina en productos alimenticios uti=
lizando la té&cnica de cromatograffa de gases en 1970 (47)
y en 1980 (53) entre otros. Se han desarrollado otros mé-
todos; uno de cromatografia en papel usado fenil hidrazina
como revelador en 1956, tres mé&todos colorim@tricos (47) -
y otros espectrofotométricos (3,46).

Los avances adquiridos en la tecnologia de cromato--
graffa de liquidos de alta presifn, han hecho de esta téc-
nica una atractiva alternati§a para el an8lisis de micoto-
xinas presentando ventajas sobre los m&todos comfinmente -
utilizades: (TLC),(GLC) Cromatograffia en capa fina y Croma-
tograffa gas-liquido.

Se han llevado a cabo estudios de determinacidn de -
patulina en jugos de manzana mediante la técnica de cro-
matografia de liquidos de alta presidn en 1974 (72), en pu-

ré de manzana en 1975 (73), usando fase inversa para su ~--
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determinacidn en jugo de manzana en 1978 (67) y en 1980

(38) .

Se ha usado la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas de ion simple de alta resolucidn

para determinar paiulina en jugo de manzana en 1979 (64) .
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1.2 Aspectos microbioldgicos
1.2.1 Microorganismos productores de patulina.

Se han reportado varios microorganismos que son capa=-

ces de producir patulina como puede verse en la tabla 1.

En general, el 80-90% de las pudriciones totales de
manzana en post-cosecha se deben a Penicillium spp o mo-
ho azfil (1), las especies de Penicillium gque son producto-
ras de patulina causan el 66% de las pudriciones de manza
na durante el almacenamiento (42). La especie mis impor--

tante es Penicillium expansum Link, hongo patégeno que --

causa pudriciones durante el almacenamiento en peras y --
manzanas (44), todas las cepas aisladas de P. expansum, -
de diferentes frutas hu@sped y en diversos paises produ-.
cen patulina aunque en un amplio rango de concentracio--
nes (61,74).

En nuestro pais se han efectuado estudios para -
‘observar la incidencia de estos hongos en-el almacenamiento
de manzana, uno -de estos estudios (1) 1ndica que el 75% -
de las pérdidas son de origen bidtico de las cuales el 52%
del total de pérdidas-y el 69% del total de pudriciones se
‘deben a Penicillium spp, no se ha enfatizado en la g;rgc-

terizacidn completa de estos hongos.

En ocasiones P. expangum produce hasta 17.7 mg de: pa-
tulina/manzana dependiendo tambié&n de la susceptibilidad
de la variedad, del estado de maduracidn del fruto y de la
cepa fungal ademids de otros factores ambientalgslimpcrtqn-
tes (66). -

Penicill:um expansum es capiz de penetrar en el teji-

do del fruto por via lenticelar, pero es mds comiin que .lo
invada por fisuras en la‘cascara causadas por. dafios mecé-
nicos o de insectos (44), la pudricidn es blanda de color
café claro, de olor y sabor caracteristicos, en estado -

avanzado.se desarrolla un polQillo azil §erdoso en la su-

perficie (1).
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Este hongo es capaz de crecer sobre manzanas y peras
afin bajo condiciones de refrigeracidén a 0°C (61) y de -
atmbSsfera controlada ( 1% de bibxido de carbono, 3% de oxi
geno, 96% de nitrdgeno, 90% de humedad relativa y a 0°C), =~
produciendo patulina en el tejido afectado a niveles -signi-
ficativos después de 3 a 6 meses de almacenamiento, la --
atmdsfera controlada no limita la capacidad de P. exgénsum
para invadir el tejido del fruto, pero si reduce la acumu-
lacidn de patulina a aproximadamente la quinta parte de 1la
encontrada en frutos incubados en condiciones atmésfgri-

cas no.controladas (32),

1.2.2‘B:oducci6n.de Patulina

.La produccidn de patulina est3d ampliamente distribdi-
da; encontrandose en gran variedad de alimentos, principal-
mente frutas, sin embargo Stott y Bullerman en 1975, indi-
caron que solo se localiza naturalmente en wanzanas, peras
y sus derivado:z ( 42,60).

La produccidn de patulina en alimentos por un micro--
érganiémo capaz de producirla depende de la temperatura, -
tamafio de la lesidn y materia hu@sped, también varia entre
cepas aisladas de diferentes huéspedes (61) y otros factores
ambientales. Entre los elementos mds importantes se encuen-
tran la temperatura y la potencialidad del alimento para
soportar la produccidn de la toxina (26).

Para determinar las condiciones Sptimas de produccidn
de patulina se han usado medios sintéticos, encontrindose
que el caldo de papa dextrosa es el que da mejores rendi-

mientos de patulina cuando se usa Penicillum urticae =---

Bainier: 2.7 mg/ml a 25°C por dos semanas (40). Tanto la
cantidad como:la calidad de las fuentes de carbohidratos -
y de nitrdgeno influyen sobre la produccidn de.ﬁatuiina, -
la glucosa estimula su produccidn (66{, ademis es mig --

efectiva que 1la lactosa para incrementar el rendi-
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miento de patulina, obteniéndose poca produccidn cuando
se utiliza una fuente limitada de carbohidratos (66). Los
sustratos altamente proté@icos, comé el queso, no favore--
cen la produccién de patulina (41), el extracto de levadu
ra y el 1fquido aq maceracién del maiz disminuye su pro--
duccibn (66). La terminacidn de los nutriéntes;nitrogena-
dos estimula la biosintesis de patulina (58) y su produc-
cién se halla también limitada por la incubacién a bajas
temperatura (figura 3), sin embargo P, exgahsum_y-g. pa-
tulum producen cantidades considerables de patulina a --"
0-5°C (61).

Una alta concentracidn de calcio también inhibe la -
biosIintesis de patulina (58).

1.2.3 Biosinﬁesis de Patulina

Los hongos son organismos heterxotréficos, utilizan -
una fuente de carbono orgidnica para poder<efectuér su me-
tabolismo, principalmente carbohidratados que son.metaboli
zados a CO2 Y nzo como productbs'finales a través de va--
rias rutas metabBlicas. Algunas de las m&s importantes son
la ruta de Embden-Meyerhof Parnas para la g;chSis, el ci-
clo de las pentosas fosfato bara el,metébolismo de las pen
tosas y el ciclo de Krebs para el.metabolismo de loside:LQ
vados metabdlicos de carbohidratos y~de~1os 8cidos tricar-

boxilicos.

Se forman muchas clases de metabolitos durante la sin
tesis de los componentes quzmlcos escenciales y durante los
procesos involucrados en: la liberacibn de la energia quimz
ca,para llevar a cabo las reacciones de sfintesis. Tales =~
reacciones son esenciales en los organismos-vivos y se lla
man’ colectivamente "Metabolismo primario” por conveniencia,
el metabolismo primarlo en 1os hongos es muy similar en -
principio al de las plantas, animales y otros organismos.
Parte de los compuestos de carbono que ingieren estos se--.

res no se éoniiértéﬁ'dbﬁplétamente"a’c02;~320‘sino que se -
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transforman en varios metabolitos intermediarios durante

el proceso metabdlico. Ciertos azlicares, &cidos orginicos,
aminodcidos, compuestos aromdticos etc., son considerados -
como " metabolitos intermediarios” comunes y a partir de -
estos se forman los lla@ados "metabolitos secundarios®, a
tales compuestos .se les conoce tambiénvcomo-produc;os natu-~
rales. Al contrario de los metabolitos primarios qﬁe son co
munes a muchos orgaﬁismos, los metabolitos secundarios son
caracteristicos de organismos particulares. Por ejemplo, el
color caracteristicof@e algunos'organismos se debe a metabo-
litos secundarios. AﬁﬁqueaﬁmaPOPO cohocidofelgéignificado -
de los metabolitos secundarios,xestos productos pueden ser
tdxicos o exhibir una actividad fisioldgica caracteristica
hacia otros organismos, entre estos se encuentran las mico-’
toxinas. Como ‘se  ha descrito ( Pég.id)‘ge ha cglasifica-
do a las micotoxinas de acuerdo a la ruta metabdlica por -
la que se bios&ntétizan, la patulina se éncuéntra dentro -
de las que se producen por la ruta del acetato-malenato --
(71), se ha comprobado gque el acetil ‘CoA se une coﬂ la ma-~
lonil -CoA para producir ac;do 6-metil salicilico y este --
puede transformarsé en patullna, porx lo que tamblen se le

conoce como un policétido (derivado de poliacetato) (t12).

La ruta metabdlica propuesta para la patulina ha sido
estudiada profusamente, incluso se ha considerado como un
sistema modelo de la biosintesis policetida y de la biosin-
tesis de metabolitos secundarios en general, 1os fltimos =~
reportes publicados han elucidado los pasos de esta via en-
contréndo incluso algunos cofactores que se involucran en -
las reacciones enzimdticas ¢ 12,'595.-'Los experimentos se

han efectuado con compuestos marcados con elementos radiac-

tivos y la ruta propuesta se muestra en la figura 4 .

La ruta propuesta por Sekiguchi y Gaucher (39) corres-
ponde s8lo a la porcidn PQStfggnt;galdehQQ}cg{ la porcidn -
inicial fu@& propuesta por Forrester y Gaucher (12).
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1.3 Propiedades fisicas, quimicas y estabilidad

1.3.1 Propiedades fisicas y quimicas

La patulina quimicamente en la (4-hidroxi-4H-furo [3,2=
C) Piran 2(6H)=-ona), C7HGO4,‘
Oﬁpimsaturada, estable en dcidos diluidos y 1l8bil en §lca-

lis ( 3, 42)..

es una lactona heterocfclica -

La estructura de la patulina es:

_ ‘°OH
El peso molecular de la patulina es; 154.12 @aluwxy su

andlisis proximal; C:54.55% H: 3,93% y 0:41:52%. Son pris--
mas compactos o placas delgadas a partir de eter o clorofor-

mo con punto de fusidn de 111°C.

Es soluble en agua y algunos solventes orgénicos excep=-
to eter de petrdleo. Muy soluble en acetato de amilo o de -
etilo -siendo este @iltimo un, solvente eficiente para la ex--
traccidn de la patulina en solucidn acuosa ( 387
Cristalizaciones repetidas. en eter, benzeno, cloroformo, -
alcohol o acetona transforman a la patulina en un material
amorfo insoluble en todos estos solventes asi como en agua y

dcido acético glacial (48).

La patulina tiene actividad dptica nula'y,su gV -~ - -
»;lm@xHCC13 a 276.5 nm, pbsérvéndose un cambio en el espec-
tro de absorcidn cuando agregamos a la solucidn de patulina
50, ands E
nm y 309 nm! figura 7 .(%8), Los valores de infrarrojo - - =
( ¥ max HCCl3 cmﬁl : 3580, 3025, 1780, 1755, 1680,*l§30, -
1410, 1260, 1160, 1096, 1057, 1035, 998, 970, 922, 875, 852,
826, 808) y en espectroscopia de masés (154 (m+f_32.9f, -
136 (22.3), 126 (45.3); 110 (85.3), 97 (22.4), 82 (39.9), -

55 (100) ). €592

presentindose 2 bandas nuevas de baja intensidad a 238
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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 paful'irj.a;
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‘1+3.2 Estabilidad

Es importante conocer si la patulina es estable en -
alimentos como las frutas , jugo de frutas, granos, hari-
nags blanqueadas etc., bajo condiciones en las cuales ellos

se almacenan y procesa.

Una vez producida la toxina en el alimentos,la esta-
bilidad de la misma serd el factor determinante para saber
que tanto permaneceri en el alimento y a que nivel, siendo
éste un Indice para establecer el peligro real-o potencial

de la contaminaci6n.

De acuerdo a la naturaleza del alimento son tres los
factores que influyen en:la estabilidad de la patulina: el
PH, los grupos sulfhidrilo (SH) en el alimento y'la‘canti~
dad de agua (Aw), y de acuerdc al proceso gue sufre el ali-
mento: el tratamiento térmice, 'la adicidn de preservativos

como el SO y la fermentacidn.

2
La patulina es estable como antibidtico en: suero, pus

orina y solucidn acuosa a pH de 3.3 a 6.3 (30), perdiendo

sus propiedades despu&s de un largo perfodo de permanencia

en solucidn acuosa: figura 5 (46).

A medida que aumenta el pH a partir de 6.8 hay una --

destruccidn proporcional de la patulina.

Al adicionar patulina en alimentos &sta desaparece en
varios de ellos atribuyéndose esta desaparicidén a la reac-
éign que presenta con los grupos SH de los aminolcidos --
contenidos en las proteinas (4); se ha encontrado por ejem-
plo que en el jugo de naranja existe una r&pida destruccidn

‘de la patulina, debido esto no al efecto del pH, sino a los

niveles presentes de compuestos SH en el jugo (0.02-0.03 =~
m moles de grupos SH/100ml de ‘jugo) .(54), mientras:quevla

estabilidad de la patulina en jugos de manzana y uva puede
ser atribuida a los bajos ni§e158nde4gruposASH éresenges -
en el jugo (0.003m moles de grupos SH/ 100ml de jugo) .(54).
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Cuando se agrega c¢isteina a una solucidn de patulina -
ripidamente se torna dcida,de coloxr amarillo, el pH descien-

de de 6.5 a 2.5-2.6 y hay precipitacidn de material insolu-
ble.

Los resultados indican que un mol de. patulina reaccio-
na.con méds de un mol de cisteina, existiendo un incremento

en la velocidad de reaccidn si se agrega una base a la solucisn

(4).

El mecanismo de reaccidn entre la patulina y los gru--
pos SH es complejo y puede ser postulado mediante la adicidn
tipo Michael del grupo SH al doble enlace de la lactona &,

8 insaturada de la patulina (4).

Se proéone para la reaccidn de adicibn de cistefna y

glutatidn la siguiente forma:

Radical cistefna : RF G-S=
Radical glutatidn : R= C-S-

0
O O 43
T RO Mg A
o OH OH

(52).

Sin embargo la reaccidn de la patulina con la cisteina
no resulta ser tan simple como el esquema anterior lo de--
muestra, ya que se han obtenido varios productos de reaccién,
cuyo nfimero depende de las condiciones en las cuales se lle
ve a cabo é€sta. Hasta el momento no se han aislado ni carac-
terizado ninguno de los aductos resultantes de la reaccidn
cisteina- Phtulina (4, 27) . El intento por separar e iden
tificar estos compuestos &cidos por cromatografia en columna

y cromatograffa de liquidos de alta presidn, asi como por -
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espectrofotometria de infrarrojo y resonancia magnético

nuclear dieron resultados negativos (4 ).

$in embargo estudios recientes reportan que estos pro-

ductos acidos (desconocidos)'tiénen poca toxicidad (18) (27).

La estabilidad de la patulina se ha estudiado en gra-
nos, observindose que su concentracidn disminuye con el tiem-
po después de la adicidn, encontréndose que la cantidad de
agua libre (Aw) influye en la velocidad de reaccidn enire -
la toxina. y 'los grupos SH, posiblemente por su accidn co~
mo solvente (18).

Se considera a la patulina inestable en maiz himedo,-
trigo, sorgo, cebada, harinas, pan blanco, queso y jﬁéo'de
naranja y estable en jugo de manzana, jugo de uva y mafz -
seco: figura 6.. ( 46,. 30, 18, 41 ).

Wiesner en 1942 fue el primero en reportar la estabi-
lidad t&rmica de la patulina en solucidn.acuosa (30a},pos-
teriormente se encontrd que en la velocidad de destruccidn
térmica de’patulina en solucidn acuosa influye el pH como

par&metro fundamental.

En la tabla 4 se muestran los pardmetros de destruccidén
térmica (valores D y z) en funcibn del pH, para establecer
la cinética de destruccidn de la patulina, los datos mues-
tran que la patulina es resistente a la destruccidn térmica
a todos los valores de pH desde 3.5 a 5.5 indicando que la

patulina es m3s estable en soluciones &cidas (30).

En los jugos de uva y manzana en condiciones normales
flash dé pasteurizaéién (90°C por‘30 seq. ‘o & 70°C por 20
min.) la patulina es bastante estable, lo mismo que a ~---

80°C durante 10-20 min o .a 100°C por 15 min a un pH de 2
(s4) ¥y mediante.el proceso de despectinizacidn en manzanas:
calentando a 87-89°C se reduce el contenido de patulinasolo

en un 20% del contenido original. (67).

El 50, se ha utilizado como un agente quimico en la ~-;
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. Tabla 4 . .
Parametros termicos de inactivacion

de la patulina

CONCENTRACION INICIAL DE PATULINA:
t 100 - 150 M9/m1 ),

temperatura valores "D" (min)
(°c) pH 3.5 pH 4.5 pH 5.5
105 1058 635 167
110 744 444 109
115 527 334 71
120 37¢ 236 48
125 268 167 33

valores"Z" 33.4 31.6 27.7

-

TIEMPG NECESARIO PARA REDUCIR LA CONCENTRACION
DE PATULINA A UN 90°%%

1) (1}
Z RANGO DE TEMPERATURA EN -EL CUAL SE PRODUCE
FLy
UNA REDUCCION DE 90% 0D D




preservacidn de alimentos, se afirma que la afinidad de la

patulina por el §0. tiene poco alcance a concentraciones = .

N 2 N
por abajo de 200 ppm mientras ‘queé - a 2000 ppm se combina con

la patulina en un 99% (3).

La reaccibn de la patulina con el SO, en solucidn acuo-
sa’ involucra la adicidn del ion (HSO3) al sistema de lactoga
conjugado en forma similar al postulado para %os compuestos
con grupos tiol, aﬁnque es posible también qué el grupo Hsd;
se adicione a la funcién aldehido del enlace hemiacetal de -
la patulina (46).

Asil entonces se proponen dos tipos de reacciﬁn del 302

con la patulina:

a) Reversible; reaccibén de la funcidn aldehido del an;-
llo hemiacetdlico para formar el tipico carbonllo hidroxisul-

fonado.

b) Irreversible; cuando ocurre una reaccidn con 13 doble
ligadura conjugada de la lactona y la consécuénge apertura -
del anillo (8). ' i

La patulina disminuye su contenido cuando las levaduras
actfian fermentando el jugo de manzana; cerca del 90% d§l con-

tenido de patulina desaparece durante la fermentacibn (3).

Lovett y Col (381) encontraron que la extlrpacién cuidado-
sa. del tejido enfermo de manzanas infectadas con hongos produc-
tores de patulina, disminuye el contenido de ésta en un 9§r99%_
independientemente de la temperatura de 1ncubaczon, la cepa fun
gal y la variedad de manzana.
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1.4 Propiedades tdxicas de la patulina.

Para investigar los factores. tOxicos se hacgp,experi-
mentos de actividad bioldgica denominados bioenséyos, que
son determinaciones de la potencia de un determinado agente
por medio de un indicador biolégicp. El indicador bioldgico
es la respuesta medible provocada.por el agente en cuestidn
en ‘un organismo o tejido. Se han empleado numerosos indica-
dores bioldgicog para probar-la.toxicidad de las micothif
nas, entre ellas se tienen organismos (animales de experi-
meﬁtacién).'érganos o tejidos aislados y microorganismdé --
(70).

En las investigaciones usandoanimales de experimenta~-
cidn se analizan los efectos externos y diferentes drganos
histolSgicamente al administraf la toxina por diversas --
vias. El1 desarrollo de lé.técnica de cultivo de tejidos ~-
ha provisto al toxic8logo de una arma sumamente importante,
ya que pfoborciona un material bioldgico simple para la de-
.teccidn y estimacidn de los efectos téxicos, el agente tdxi-.
co puede ser analizado directamente con detalle en el medio
ambiente simple y cuidadosamente -¢ontrolado del cultivo de
tejldo. Los mxcroorganlsmos son especlalmente adecuados pa-
r& mostrar los pos;bles efectos mutagenicos de 1la toxlna yva
que pueden observarse cientos de generaciones en un corto-

plazo (11).

Para el estudio de la toxicidad dé la patulina se ha"
hecho uso de los indicadores bioldgicos mencionados en los-
parrafos anteriores y a dado lugar al descubrimiento de las
siguientes caracteristicas tdxicas: carcinogenicidad, muta-
genicidad, teratogenicidad, antibiosis, fitotoxicidad y otros
efectos metabdlicos y fisiolbdgicos. Con estos estudios se
han establecido los valores de LD para varios animales de

50
experimentacidn por diferentes vias (tabla 5).



*
Valores de LDSO

LDgy

32.5 mg/kg
29 mg/kg
25 mg/kg
170 mg/kg

68.7 mg/kg

2.35 mg/kg

5 mg/kg

10 mg/kg

0.3-0.7 mg/kg

10.4 mg/kg

* Dosis de patulina que mata al 50% de los animales de ex-

perimentacibn.
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Tablg 5§

Especie

Ratas Sprague Dawley

Ratones macho NMRI
Ratones
Gallos White Leghorn

Embridn de pollo sin
incubar

Embridn de pollo de
4 dias de incubacidn

Ratas

Ratdn
Rata y ratén.

Perros

de patulina para diferentes especies.

Via de admi-
nistracidn
oral

oral
oral
oral

saco de
aire

saco de
aire

Intrape~
ritoneal

Subcuténeo
Intravenosa

oral

Ref.
(6)
(31)
(m1)
(29)
(4)

(a)

(14)

(71)

(48)

(49)



1.4.1 cCarcinogenicidad

En los estudiog de toxicidad crénica de las micotoxi-
nas se ha dado &nfasis a los efectos carcinogénicos, en- -
1966 Dickens y colaboradores realizaron una evaluacidn de
los compuestos que contienen una estructura lactdnica y --
sus posibles propiedades carcinogénicas, varias micotoxinas
entre ellas la patulina indujeron sarcomas locales en ratas
por administracidén subcutfnea en un periodo prolongado de ex-
perimentacidn, la patulina tiene una potencia qarcinogénica

alta-media como puede observarse en la figura. 10 (71).°

Por via oral, en ratones y ratas no se producen cambios
carcinogénicos aparentemente porque estos animales son resis
tentes a la ingestidn de la micotoxina (71), en pollos se =~
han inducido lesiones hepdticas por ingestidn prolongada de

patulina (71).

1.4.2 Mutagenicidad

Las propiedades mutagénfcas de la Patulina se han de--
mostrado mediante el uso de microorganismos y cultivos de -

células de tejidos animales, vegetales y humanos.

La accidn mutigena de la patulina se debe a la inacti-
vacidn o mutacidn del material genético. Estos efectos se =
han investigado detalladamente, entre las mds notables en--
contramos que: la patulina inhibe la divisidén celular, la -
divisidn nuclear o ambas en bacterias,plantas y cultivo de
tejides (35), principalmente en la mitosis (25): en la mi--
tosis de huevos de salamandra ha causado ruptura cromosomal
() (71); y alteracidn de los husos mitdticos (6 ); inhi-
be la sintesis de DNA y RNA, esto se ha demostrado por ex--
perimentos con precursores marcados (10) (19), a un nivel
de 100 ag/ml inhibe la sintesis de RNA en un 30% en el nd--
cleo de hepatocitos de rata, este efecto puede explicarse -
por la inhibicidn de las enzimas RNA polimerasa I (31% de -
inhibicidén), de la RNA polimerasa II (87% de inhibicidn) -
y de la RNA hibridasa (62% de inhibiciép con 50 mug/ ml) - -
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(71),.  Con.esto.sé afecta el. proceso de transcripcidn en la
sintesis de proteinas. ®ambién. inhibe el paso de.elongacidn,
Yy probablemente el.paso de iniciaci@n en el proceso de trans
lacién de la sintesis de proteinas-en c¢élulas de Hela y de
Chang de higado humano y en lisado de reticulositos de cone-
jo (19). Sse ha observado la inhibicién de la sintesis de -~
proteinas en vivo, aunque este efecto puede deberse al impe-
dimento del transporte de amino&c;dos a través de la membra-
na, que produce la patulina (19). Otro efecto de la mlcotoxi-
na es la induccion de un alto porcentaje de celulas pol;plo;-
des de leucocitos humanos cuando se exponen a niveles de ~ -
0.54 pg/ml (71).

En. forma general, los efectos t8xicos y mutagé&nicos de
la patulina varian con la fase del ciclo de crecimiento de -~

las células tratadas (35)._

1.4.3 Teratogenicidad

Otro de los efectos tdxicos que puede ejercer la patu-
lina es la teratogenicidad; son pocas las micotoxinas que -
han demostrado ser teratogénicas: las aflatoxinas,. ocrato--

xina, rubratoxinas, patulina (4 ) y citrinina (5).

El principal indicador bio;ég;co empleado para demos--
trar esta propiedéd ha sido el embridén de pollo en distin-
tas étaéas de incubacidn. Los efectos teratogénicos se presen-
tan prlmero en los huavos 1ncubados por 4 dxas, que en -
los no 1ncubados, la dosis para produ01r anormalldades es -
menox, para los embr:.ones de 4 d:l.as (1-2 pg/huevo)que para los
no incubados (10 pg/huevo) El porcentaje de embriones que
muestran efectos teratogénicos es alto (47% de los sobre--
vivientes; Indice de supervivencia-64%) a un' nivel de 1 mg/
huevo. Los efectos observados son varlados pero predominan
el pie deforme, el tobzllo volteado, los embrlones son mas
pequenos que el testigo ( 1:1. 9) en casos aislados se pre—
sentan exencefalia, exoftalmla Y picos cruzados deformes -
(4).
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No se han observado efectos teratogénicos marcados -
por ingestidn de patulina, salvo algunos casos de disminu-
cidén de tamafio en la generacidn subsiguiente en ratas ali-

mentadas con alimentos adicionados de patulina (6 ) (13).

1.4.4 Propiedades Antibidticas

Las propiedades antibidticas de la patulina fueron las
que condujeron a su descubrimiento (44). Es un antibidtico
potente que afecta a todo tipo de bacterias independiente-
mente de su reaccidn a la tincidn de Gram, asi como algu--
nos hongos. Su principal efecto radica en la inhibicién -
de la respiracidn aerdbia. Su toxicidad es mas notable a -

los microorganismos en la fase exponencial de crecimiento -
(38).

A sus propiedades antibidticas se deben probablemente
algunos de los efectos tdxicos encontrados en la administra
cidn oral de la patulina a ratas, como se discutird poste--
riormente (6 ). (Pag. 42).

1.4.5 Fitotoxicidad

Se ha sugerido que la patulina juega un pabel importan

te durante la accidn patdgena de Penicillum expansum en las

frutas que infecta (61). Asi como la filostina, precusor de
la patulina (pag.22),tiene propiedades fitotdxicas que pro-
vocan marchitamiento de las hojas de trébol cuando lo infec
ta Phyllosticta spp (59), l1a patulina ha mostrado su fitoto-
xicidad en replante de manzanas y en el crecimientc de tri-
go. (61).

1.4.6 Otros efectos metabdlicos y fisioldgicos.

La patulina causa la inhibicidén de numerosas enzimas,-
in vitro e in vivo, entre ellas la adenosin trifosfatasa de

eritrocitos humanos (14). Otras enzimas afectadas son : = -



La adenosin trifosfatasa Mg++ dependiente Na® k¥ esti-
mulada de cerebro de raton, rifién e higado in vitro, (43),
la aldolasa y la deshidrogenasa l&ctica de misculo de -cone-
jo (43), la deshidrogenasa alcohdlica de levadura , la des-
hidrbgenasa succinica, la carboxilasa, la oxidasa de NADP -
(14), la transaminasa sérica del ac. glutdmico-oxdlalacetato
de ratas (via oral) (14), y enzimas de la respiracidn aero-
bia (35).

Los valores de 1D (concentracidn de patulina regue-

50
rida para disminuir en 50% la actividad enzim&tica) se pre~-

sentan en la tabla 6.

‘Asimismo afecta algunos procesos celulares a nivel de
membrana como la absorcidn de glicina en reticulocitos, pre
sumiblemente por unidn de la micotoxina con el centro de en-
lace de la glicina en las membranas del reticulocito (71);
al transporte de aminofcidos a través de la membrana (19) vy

la.absorcidn del potasio en eritrocitos humanos (43).

En pruebas de contacto con patulina se producen edemas
internos y una capa keroidea en el sitio de reaccidn en teji

do dérmico de hombre y de. conejo (71).

Las ratas inyectadas con patulina subcqtéhea o intrape-
ritonea;mente sufren de edema pulmonar, hemorragia interna -
Y congést;én de capilares de higado, bazo y rifones, eleva-
cidn de 1la glucosa_sanguinea, édema y degeneréci&n de la --
corteza cerebral y reduccidn de la cuenta de lxnfocitos_(Aé)
(14), en ratones produce sintomas nerviosos, hemorragia cere-
bral y muerte (43), asi como la produccidn de tumores en el
sitio'de aplicacidn ( 14, 71),

Al administrar 6falmentg patulina a pollos se observé
el siguiente pat;én tdéxico: apgpia después de pna'horavde -
la adm}nistracién, a las doce horas, se presente gcumﬁigcién
de fluiéo en la cavidad peritoneal y el buche acuéso; en'el
periodo entre 16 y 48 hras., se encontrd intensa hemorragia
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en el tracto digestivo, particularmente en proventriculo, -

molleja e intestino (29).

Cuando se administra oralmente la patulina (1.5 mg/kKg)
a ratas se produce distensidn gaseosa a lo largo de todo el
tracto gastrointestinal (.6, 2z) se observa un marcado -
efecto antidiurético (M), pérdida de peso proporcional a la

d6sis ingerida y disminucidn del Indice de prefiez (6).

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 ingestidn se excreta el 35% de la
radiocactividad en orina y heces, un 1-2% se elimina como -
002, de 2-3% permanece en los tejidos y en la sangre por -
I d
mas de 7 dias.

El principal sitio de retencidn y persistencia de la -
radioactividad son los eritrocitos, como consecuencia el -
higado, el bazo, el rifién y los pulmones son posibles si--
tios de acumulacidn. No se detectd patulina intacta en la
orina o heces, por lo que es posible gue la radioactividad
detectada en los eritrocitos se deba a fragmentos metabdli-
cos o0 a metabolitos conjugados a componentes célulares = -
(7).

Los sintomas en perros después de una dbsis oral de -
100 mg/Kg de peso son, letargia, anorexia, hematemesis,
diarrea, hemorragia pulmonar, edema y hemorragias lumina-
les del tracto gastroeintestinal. Las ddsis subletales no -

afectan drasticamente a los pulmones ( 48, 49 ) .

En primates la administracidn oral de patulina produce
una disminucidn de la actividad de la fosfatasa alcalina sé-
rica, proporcional a la d8sis, se observa un rechazo de la
comida adicionada de patulina a niveles de 5mg/Kg que puede

deberse a gue los monos (Macaca nemestrina) reconocen el -

sabor de la patulina y lo asocian con una tensidén fisica o

un sabor desagradable (14).
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Tabla 6
Valores de ID’;o de patulina para algunas enzimas.y procesos
celulares:
ID50 Enzima o proceso .celular- Ref,

afectados.

3.6 x10"% o Translacién (sintesis de proteinas) (19)
en reticulocitos de conejo.

1.3 x 10°3'y Transcripcidn (sintesis deé protefnas)” (19§
en reticulocitos de conejo. »

2. x 19?4_M Transporte de aminodcidos a través {19 )
de membrana

1 x 10-'5 M Translacidn y transcripcidn. en:cé- (19)
lulas Hela

1.7 x 10°° Sintesis de’proteinas (40% de'inhibi>  (19)
cidn) en células de Chang de higado’
humano. ' e

6. x 10-6 M Replicacién en c&lulas Hela (jé}

1.7 = 10-5 M :8intesis de RNA (60% de inhibicidn) (19 )
en cé&lulas de Chang de higado huma-
no. ' ! o

2 x 1074 u Absorcidén de glicina Na® dependiente (71)
en.reticulocitos. de-pollo -

Sy . ' 4 ; .

3 x 10 M Adenosintrifosfatasa Na , K dependien- (43)
te de cerebro de ratdm. et o

1.3 x 107° Aldolasa de mﬁscﬁlpAde,conejdl (7,

* Concentracidn de patulina necesaria para inhibir la actividad

enzimadtica o proceso celular en un 50%.;
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1.4.7 Mecanismo de accidén de la patulina

Existen varias hipdtesis sobre el modo de accidn de la
patulina. Varios grupos de investigadores han propuesto que
la patulina reacciona qufmicamente en los grupos sulfhidrilo
de los sistemas enzimiticos o metabdlicos vitales. El proce-
so involucra una adicién tipo Michael ya especificada en la
sgcgién 1.4.2, observaciones posteriores han demostrado que
la patulina reacciona muy lentamentecon la cisteina y que --
'lg reaccidn requiere altas concentraciones, esto parece con-
tradecir esta proposiciéﬁ.

Ademds se ha encontrado que no ocurre reaccidn entre -
la patulina y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa que
tiene grupos SH en su centro activo (46, 4, 19 ) . ., sin -
embargo parece ser la explicacidn mas congruente del efecto

de la patulina sobre las enzimas y otros procesos celulares.

Con los estudios de la ruta métabélica que sigue la pa-
tulina en ratas (7), se encontrd que no habia excrecidn de
patulina intacta, por tanto se postuld que cualquier efecto
tdxico encontrado en animales después de la administracidn -
oral de la micotoxina puede deberse a algfin(os) producto(s}

biotransformadol 8) afin sin identificar.

Algunos investigadores han propuesto que la patulina -
se transforma en solucidn en el agente tbxico verdadero (48),
pero no se ha probado tal hecho.

. Poxr otro lado, el efecto gntibiético de la micotoxina-
sdbre la flora gastrointestinal normal puede provocar un so-
brecrecimiento de las bacterias productoras de gas en el in-
taestino, ‘1o cual explicaria el problema de distensidn gaseo-
sa del tracto gastrointestinal en la administracidn oral de

la patulina en ratas (6).

El efecto bioldgico de la patulina puede modificarse en
funcidn de la especie (tabla §) y de la accidn sinergista de

otras micotoxinas especialmente la citrinina y el &cido pe-
nicflico (48) que pueden producirse a la vez en manzanas infectadas con
Penicillium expansum (5).
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CAPITULO II

2.~ Procedimiento general para el anilisis de micotoxinas.

Las micotoxinas tienen una serie de propiedades que =
caus$n~graves implicaciones en los aspectos nutricional y
econbmico, esto ha promovido el desarrollo de métodos sen-
8sibles y precisos para su determinacidén en alimentos huma-

nos y animales.

En general se han desarrollado dos tipos bésicos de =~

pruebas para deteccidn de micotoxinas:

Pruebas bioldgicas

Pruebas quimicas

Todos los procedimientos quimicos empleados para el -
analisis de micotoxinas se componen de los mismos pasos ba-
sicos. El primer paso es la remocidn de la toxina del ali--
mento por extraccidn con solventes, desafortunadamente los
disolventes solubilizan otras substancias que pueden inter-
ferir con la deteccidn del tdxico, por lo que es necesario
separar la substancia deseada lo mas posible de las inter-
ferentes y finalmente separar y medir por una técnica ade-
cuada, generalmente cromatografia, los niveles de toxina. =

En resimen los pasos a seguir son:

Extraccidn
Limpieza
Separacidén y deteccidn

Cuantificacidn

En las pruebas quimicas se ercuentran una serie de fac

tores que los complican:

a) Las micotoxinas se encuentran en diferentes produc-
tos necesitando un procedimiento de extraccidn especial. Un
procedimiento de extraccidn adecuado para un producto puede

ser inadecuado para otro.
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b) La cantidad de toxina es pequeiia.
c) La distribucién en productos naturales es irregular

d) Las pruebas son inespecificas y requieren pruebas -

confirmativas posteriores.

Los métodos usados en el andlisis de micotoxinas en a-

limentos pueden clasificarse en tres categorias.

Métodos de visualizacibn: procedimientos rdpidos de .lo-

calizacibn y visualizacidn de las micotoxinas en alimentos.

Métodos presuntivos: procedimientos para identificar y

cuantificar los niveles de toxina en el alimento.

Métodos :confirmativos: ‘pruebas para identificar la toxi

.na.

Esta clasificacidn es ampliamente recomendada por la -

Comisidn del Codex Alimentarius (11) (63).

ot

Para reproducir con exactitud los resultados se llevan a
cabo comparaciones de métodos y estudios colaborativos para

desarrollar otros nuevos y mejores ( 57, 56 ).

2.1 Extraccién

Antes de realizar cualquier paso es sumamente importan-
te llevar a cabo la preparacidén de la muestra,que consiste =~
en tomar una muestra representativa,:.pesarla o medir el vo-
ldmen y homogenizarla:. Esta es una etapa critica sobre todo

en este tipo de muestras de origen bioldgico.
(Tcdasylasmanigu1aciones deben efectuarse cuidadosamente),

Una vez preparada la muestra, se debe emplear el .proce-
diqientofde,extraccién que proporcione .el mayor rendimiento

de micotoxina extraida (50).

Existen muchos procedimientes de extraccidn que han-si_

do disenados para una micotoxina o muestra especifica.
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En el caso de la Patulina se utiliza como disolvente
de extraccidn el acetato de etilo en casi todos los méto-
dos xeportados y és el que se usa en el método oficial de

la AOAC (20) para jugos de manzana.

Sste procedimiento de extraccidn se basd en la Ley de
distribucidn de Nernst, gue establece que una substancia se
distribuye entre dos solventes inmiscibles: hasta que en el -
equilibrio se alcanza una relacifn constante de las activi-
dades de la substancia en los dos solventes, a una tempéra-
tura dada. Cuando se trabaja con soluciones dilufdas, como
en éste caso, la actividad es pridcticamente igual a la con-

centrdcidn. La relacién constante se puede expresar enton--
ces como: C

K=
2

La constante K se llama coeficiente de distribucidn o
de reparto C' y C‘son las concentraciones del soluto en el
solvente A y en el B respectivamente. Esta relacidn es vi-
lida para soluciones diluidas, K depende de la naturaleza
del soluto y de los liquidos utiligzados, la temperatura y .-
otros factores como la disociacién, asociacidn o reaccibén -
de las moléculas en la solucidn.

Cuando una substancia se distribuye entre dos solven-
tes sin complicaciones de asociacién y disociacién o reac-
¢idn, es posible calcular el peso que se remueve en una se-
rie de extracciones. Asi después de n extracciones, el peso
'“k,, del soluto que permanec%’sin'extraer'és:

Wo= W (-—M---l’: )
Vit Ve
W : peso del soluto en solucidn en el liquido
Vi volGmen de solucidn
Va: vollmen de solvéhte de extracciéﬁ
K: coeficiente de reparto = Ca
Ca

Por tanto el peso extraido Wg es:

K n
Vvez;vv |..[ ._ML_.]
KVw\Q
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De agqui podemos visualizar que para obtener una alta =~
eficiencia de extraccidn es conveniente realizar cierto nfi-
mero N .de extracciones separadas en vez de usar todo el sol-
vente en una sola operacifn.

..0 sea, la eficiencia madxima de extraccidn se logr; man-
teniendo valores pequefios de V, y grandes de n (dentro de va-

lores pricticos) (37).

2.2 Limpieza

El disolvente orgénico extrae a la micotoxina y usual-
mente deja atr8s substancias como las proteinas, aminodcidos

y carbohidratos, gue son pocos solubles en la fase orgénica.

Sin embargo, existen ain muchos compuestos que se di---
suelven y extraen junto con el compuesto de interés, en gene
ral entre estos compuestos se encuentran los lipidos,pigmen~-

tos y una amplia gama de substancias polares y no polares.

Por consiguiente, pafa evitar interferencias en los pé-
sos subsiguientes, se efectfia un paso de limpiezé del extrac
to, que elimina las interferencias y concentra el compuesto
deseado.

El proceso de Limpieza puede ser de tres tipos:

a) Particidn del extracto entre ur disolvente no polar y
uno polar, tratando que la substancia de interés que-
de en la fase polar y en’la no polar se eliminan 13i-

pidos principalmente.

b) Cromatografia liquida o de capa fina con &cido sili-

cico (sflica gel), Florisil o carbén activado.

c) saponificacidn del extracto, los: triglicéridos y aci
dos grasos se transforman en jabones solubles en agua

y se eliminan por lavado, este método solo funciona -
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si la micotoxina es estable a pH alcalino‘(pq).Losdos_pri

La llmplega.égpendp mughQJQe la técnica de separacidn
‘que se va.a seguirﬁposteriormgnte,:la.promatog;aiia.de ga-
ses requiere de procesos muy detallados de limpieza, en =--
cambio la cromatografia de liquidos de alta presidn puede
incluso preaﬁndir de este paso, algunos fluidos blologlcos
complejos, por egemplo la orina pueden ser separados con
gran resoluczén en una columna dé’ un cromatografo de lfiqui
dos dehglta presidn (81) ’ i

2.3' Separaéién Y deteccibn

, Generalmente se efectﬁan estos dos pasos en conjunto.
Las tecnlcas cromatogréficas. cromatografia de capa flna -
(CCF), cromatografia liquida (CL), y cromatografia de gases
(CG), son las mas utilizadas para efectuar la separacifn de
las mlcotoxznas de los extractos sometldos al proceso de -~
limpieza, para 1a deteccidn se usan algunas de las propieda-
des f;sicoqu;mxcas de la substancia en cuestidn: absorci&n
en la regibn del ultravioleta o del visible, fluorescencia,

indice d¢ refraccidn,etc.

La crbmatografia en capa fina es una técnica barata pe-
ro de poca resolucidn y dfficil de realizar cuantitativamen
te aunque pueden -llevarse a cabo muchos analisis en la mis-

ma placar

La cromatografia de gases requlere de una considerable
limpieza del extracto para prevenxr 1nterferenc1as de otras
substanc;as. Aunque algunas’ lnterferenclas pueden eliminar-
se usandq szstemas de deteccion especificos, 1nvariablemen-
te se requlere una purlfxcacion pre-analitlca. El prlncxpal
requisito de los compuestos a analizar es su volatilidad ya
sea del compuesto mismo y/o de alguno de los derivados qui-
micos. Los métodos de cromatografia de gases no se pueden -

aplicar al andlisis de substancias altamente polares o de -



peso molecular alto (51).

La cromatografia de liquidos es un proceso muy lento
que ‘puede durar dias y afin semanas, sin embargo la reciente
implementacidn de altas presiones para acelerar esta técnica
a dado lugar a la cromatografia de liquidos de alta presidn
(CLAP), (51).

En este mé&todo se usan columnas de didmetro muy reduci
do por ejemplo 2 mm, rellenas de materiales especiales pul-
vurulentos, cuyas particulas tienen tamaﬁos de 30-40 pm, y
en ocasiones hasta de 15 pm, que son muy eficaces pero que
requieren de una alta presidén (hasta 400 atm) para permitir
un flujo razonable a través de la columna (9 ):figura 11.,

En general puede decirse que la CLAP y la CG con téc-

nicas complementarias mas que competitivas (51, 9).

2.4 Cuantificacidn

El proceso de cuantificacidn consta de tres etapas ba
sicas:

Integracidén de las sefiales (medicidn fisica)
Cédlculos de composicidn (conversidén de la sefial a --
composicidn).

Interpretacidn estadistica

La integracidn de las seflales se lleva a cabo por di-
versas técnicas que varian en complejidad y exactitud. El
propdsito de esta etapa es transformar la iqtensidad de --
las sefiales emitidas por el detector en medidas que pueden
relacionarse con la cantidad de muestra, 1las sefiales obte
nidas en la mayoria de los detectores aparecen en el regis
trador como picos de forma aproximadamente gausiana cuya -
altura y 8rea se utilizan como una medida de tipo cuantita-

tivo.

Existen diferentes técnicas manuales e instrumentales

para integrar las &reas de los picos:
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Camara
Recipiente :ﬂ: ln?(%éid‘n
Bomba 1
Registrador
Columna
Programador Detector
de I | |
Fase Mdvil

Representacion bdsica de un cromatdgrafo de

liquidos de alta presidn

Figura: 1
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Altura del pico

Altura por el ancho de la mitad de la altura.
Triangulacidn

Cortar y pesar

Plan{metro

Integrador de disco

Integradores electrdnicos

Sistemas de computacidn

La conversién de la sefial a composicidn se lleva a -

cabo por alguno de los siguientes métodos:

a) Normalizacidn de areas: relacidn de las &reas obte-
nidas con el % de composicidén de la mezcla.

b) Calibracidn externa: uso de curvas de calibracidn.

c) Uso de un patrdn interno: uso de substancias ( de -
concentracidn conocida) adicionadas a la muestra -

cromatogrifica.

Por {iltimo, se puede hacer un andlisis estadistico de
los datos obtenidos para determinar su confiabilidad (es8) -
(9 ) Anexo 1.

2.5 Métodos confirmativos

Una vez identificada y cuantificada la toxina por cro-
matografia es necesario confirmar su presencia, esto se de-
be a gque la cromatografia es en esencia una técnica de sepa-
racidén y no de identificacidn, es Gtil la informacién obte-
nida de esta técnica, pero en general siempre se requiere -
de alguna técnica no cromatografica para efectuar la identi-

ficacidén de un compuesto determinado.

Hay algunas técnicas y pardmetros puramente cromatogré-
ficos que en muchas ocasiones, pueden servir de gufa o de -
aproximacidn a la identificacibén de un compuesto, pero no -
son confiables en grado absoluto, entre estas estan las - -
medidas de retencidn: tiempo de retencidén, volfimen de reten

cibp; la comparacidn entre diferentes columnas y la compara-
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cidn de las respuestas en diversos detectores.

La finica manera de identificar una substancia con alto
grado de seguridad es utilizando alguna té&cnica auxiliar, -
como por ejemplo: la espectrometria de Masas; la resonancia
magnético nuclear etc, o utilizando las reacciones quimicas
de algunos grupos funcionales. Cuando la substagqiaﬁposee ac-
tividad bioldgica es posible .combinar las pruebasAbiOISQicas
con las guimicas (33).
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CAPITULO III

3Parte experimental

3.1 Materiales
3.1.1 Reactivos

3.1.1.1 Estandar de patulina

Patulina grado analitico producidé por Calbiochem Lo-
te No. 602023, punto de fusidn 109-110°C, cromatogr&ficamen

te uniforme.

Cloroformo grado plaguicida
Etanol absoluto grado reactivo
K20r207 grado reactivo

82604 0.018N

3.1.1.2 Extraccidn
Acetato de etilo grado reactivo
3.1.1.3 Limpieza

Solucidn de Na, CO, al 20% (w/v)

Silica gel (40-140 mallas) para cromatografia en colum-
na.

Tolueno grado reactivo (75:25)
Acetato de etilo grado reactivo

Sulfato de sodio anhidro grado reactivo

Nitrégeno (gas a presidn)

3.1.1.4 Separacidn y deteccidn
3.1.1.4.1 Disolventes para residuo de extracto

Metanol absoluto grado Photrex
(90:10)
Acetato de etilo grado reactivo



3.1.1.4.2,, Pisolyentes para cromatografia de lfiquidos de -~
alta presién:

Agua tiidestilada (en vidrio}
Metanol absoluto grado .Photrex
Acetonitrilo grado HPILC

SNy

3.1.1.5 Confirmacibn

3.1.1.5.1 Cromatografia en capa fina

Placas de 20 x 20 cm &e aluminio precubiertas con sili-

ca gel 60/tierra silicea F25

Benceno grado reactivo

4’ espesor 0.29 mm.

Metanol absoluto grado reactivo

Acido acético glacislu o
Clorhidrato de feniihid;azina grado re&%ﬁivo
NH, OH grado reacti&o ’

3.1.1.5.,2 Andlisis microbiolfgico
Caldo triptona extracto de levadura glucosa (TYG)
Triptona 5¢g
Extracto de levadura 2.5 g

glucosa lg
Hzo‘aéstilada"c.b.p~ I 1t i
PH 7.1 .-Esterilizado a 121°C
15 min.
Agar TYG T

Idéntica composiéi&n al caldo TYG adicionando 1% de
agar. SR Pk
Bacillus megaterium: cultivo de 24 hrs en agar nutri-
tivo a 37°C &

© "Soldcidnsalina éstéril: NaCl-al@.$% (w/v)

Discos de papel filtro Whatman 2 de 0.6 mm-de -di8metro.



3.1.1.6 Aislamiento e identificacidn de Penicillium expan-

sum.

- Agar Czapek=-extracto de levadura (CYA)

K,HPO, 1.0 g

concentrado de Czapek 10 ml
extracto de levadura 5 g
sacarosa 30 g
agar 15 g
agua 1000 ml

- Concentrado Czapek

NaNo, 30 g
KC1l 5g
Mg 804_7H20 5 g
Fe 804.7320 0.1 g
agua 100 ml

- Agar extracto de malta (MEA)

Extracto de malta en polvo 20 g agar 15 g
Peptona lg agua 1000 ml
D (+) glucosa 20 g

3.1.1.7 Produccibén de patulina en medio de cultivo.

Caldo papa dextrosa

Extxacto de papa 500 ml
glucosa 20 g
Hzo destilada ¢ b p 1000 ml

Esterilizar a 121°C por 30-40 min.

Extracto de papa
Calentar a 121°C por 30 min 200 g de papas en 500 ml
de agua.



- Agar nitrato 25% de giicerol (G25N)
KZHPQ4 0.75 g

concentrado Czapek 75 -ml
extracto de levadura 3.7 ¢
éiiceroi grado.analiticb 250 g
agar 12 ¢

agua 750 ml

3.1.1.8 Muestras

Jugos y néctares de manzana y Néctares de pera de las
principales marcas comerciales expendidas en la Ciudad de
México.

3.1.2 Aparatos

3.1.2.1 Extraccibn

Agitador mecénico “Burrell"” modelo 75 (Burrel corpora-
tion Pittsburgh-P.A. ; U.S.A.)

Centrifuga "DYNAC" (Clay Adams Co. N.J U.S.A. para 8
tubos)

Centfifuga a prueba de explosibn "Damon / IEC" modelo
Exa. (Intexrnational: Equipment Co. Boston M. U.S.A.)

Agitador vibratorio "MAXI MIX" (Thermolyne Sybron Corp.
Iowa U.S.A.)

3.1.2.2 Limpieza

‘ Célumpaé éromatodraficas-de'23 mm-x 300 mm con llave -
a& tefl8n i

N Rotavapor Buchii modelo R.“(Brinkmann instruments N.Y.
b.é;a.) con bafic de agua integrado.
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3.1.2.3 Separacidn y deteccidn

Cromatdgrafo de liquidos Varian modelo 5000 (Varian = =
Associates Inc. California U.S.A.) equipado con inyector de
circuito de 10 ul de alta presidn, con una columna de fase
reversa Micropak MCH-10 (silica gel de 10 p de diimetro uni-
da a una capa monomérica de octadecil silano) de 30 cm-de -

longitud y 4 mm de di&metro interno.

Detector "Vari-chrom" Varian (Varian associates Inc. =

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

Registrador Varian modelo 9176
Microjeringa de punta plana de 100 pl "Glenco" (Glenco

gscientific inc. Texas U.S.A.)

Espectrofotdmetro de UV Pye Unicam SP 1800 con celdas-
de 1 cm de espesor, con registrador Unicam AR 25 (Pye Uni-

cam Ltd. Cambridge Inglaterra.)
3.1.2.4 Confirmacidn

Cimara de croomatografia 9 x 20 x 20 c¢m (Desaga Heldel-

berg Alemania) para cromatografia en capa :fina.

Lémpara de ultravioleta UVSL-25 254 nm/366 nm -
(Ultra-violet products Inc. San Gabriel California U.S.A)

Materi&l de vidrio de uso comiin en el laboratorio.

3.2 Métodos
3.2.1 Preparacidén de solucidn patrén de patulina.

Se disolvieron 10 mg de patulina en 10 ml de clorofor-
mo grado plaguicida, y se verificdila concentracidn de la so-
lucidn en un espectrofotdmetroc pye Unicam a 276 nm ..

(20). De esta solucibn se tomaron partes alicuotas, que se

evaporaron a sequedad en bafio de agua a 45°C bajo corriente
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de nitrééeno, se disolvieron inmediatamente en el volimen
correspondiente para obtener soluciones de diferente con-

centracidn, misma que se comprobd por el método oficial ya ci
tado.

3.2.2., Optimizacibén de la separacidn y deteccidn

El método de separacidn escogido fue la técnica de =--
cromatografia de liquidos de alta presidn; y el de deteccidn,
la absorcidn en 1@ regién del ultravioleta-a la A méx de la

patulina (277 nm).

La optimizacifn se efectud inyectando soluciones de pa-
tulina estdndar en metanol-acetato de etilo 90:10, y varian-
do algunos pardmetros, principalmente del detector y regis--
trador hasta obtener la mejor sefial. Las condiciones optimi-
zadas fueron:

a) Cromatdgrafo de lfquidos Varian modelo 5000
20 tridestilada 1iml/min.
Columna: Micropak MCH-10

Liquido acarreador: H

Temperatura: 25°C

Volimen de inyeccidn: 10 ul

b) Detector Vari-chrom
Fuente de luz: lampara de arco de deuterio
Longitud de onda: 277 nm
Celdas: 8 ).ll
Ssensibilidad: normalmente 0.0l aufs, ocasionalmente
0.005 & 0.02 aufs. (aufs: escala total de las uni-
"dades de absorbancia).
Anchura de la banda espectral: 8 nm
Tiempo de respﬁesta: lenta ( 2.0 seg).

¢) Registrador Varian modelo 9176: velocidad de carta
0.25 ¢m/min.
Periodo de estabilizacidén del equipo al encendido:

1 hora. Lavado de columna con metanol por 15 min a



a 1ml/min al finalizar las labores diarias.

Estas condiciones se siguieron a lo largo de la inves-

tigacidn.

3.2.3 Curva patrdn de patulina

La conversidn de la sefial obtenida en el registrador -

a composicidn se efectud por calibracidn externa.

Con las condiciones de separacibén y deteccibn optimiza~
das se construyd una curva patrdn de patulina, utilizando~- =
soluciones de patulina en metanol: acetato de etilo 90:10 -
(67), de 10, 8, 6, 4, 2, 1 y 0.5 pg/ml inyectando por tri--
plicado 10 pl de cada solucidén. La preparacidn de las solu=-
ciones se hizo como se explica en la seccidn 3.2.1.Esta cur=
va patrdn se repitid durante el transcurso de la determina-

cidn para checar la eficiencia de la columna.
3.2.4 Integracidn de las sefiales

La integracidn de las sefiales obtenidas en el registra-
dor (picos cromatogréaficos) se efectud calculando el Adrea -
bajo el pico por la técnica manual de multiplicar la altura
por el ancho a la mitad de la altura, como se muestra en la
figura 12.

3.2.5 Interpretacidn estadistica

La interpretacidén estadistica de los datos para la cur~-
va de calibracidn y de los resultados, se efectud de acuerdo
a Haubaux y Vos (21), Bailey, Cox y Springer (2 ) y Hunter
(28) (ver anexo 1). Con estos m&todos se determind la linea
de calibracién ajustada, el limite de deteccidn de la técni-
ca cromatogridfica asi como los intervalos de confianza de =

los resultados.



59

3.2.6 Monitoreo de las muestras analizadas

Se recolectaron al azar néctares de manzana, de pera
Y jugos de manzana de 5,2 y 4 de las principales marcas -
goherciales respectivamente del pails,. en centros de auto-
gservicio de diferentes puntos de la ciudad de México, du-
rante los meses de abril y mayo de 1981. Las muestras se

conservaron a temperatura ambiente hasta su an8lisis.

3.2.7 Aandlisis cualitativo.

El andlisis cualitativo de la patulina se efectud por
comparacién con el tiempo de retenqi&n~de la solucidn es-
.téndar de pafulina sola o adicionada a un néctar o jugo y
-extraida por el procedimiento indicado en la seccidén 3.2.8.
El tiempo de retencidn se determind como tiempo de reten--
qién absoluto (tra): Se midi8é 1la:distancia entre el punto
.de inyeccidn y el m&ximo del pico y se correlaciond con la
velaocidad de la carta para determinar el tiempo de reten--
-cibn..

"3.2.8 “Andlisis cuantitativo

]

3.2.8,1 Extraccién, limpieza, separacidn y deteccibdn.

Se utilizd la técnica'de M8ller y Josefsson (38) .con
algunas modificaciones.

Se tomaron 5 ml de muestra (jugo o néctar) inmediata-
mente después de abrir el recipiente, se colocaron en un -
embudo de separacidén de 125 ml con llave de tefldn, se ex-
trajeron con 5 ml de acetato de etilo. con ayuda de un agi-
tédér mgcénico por 2 minutos, se transfirieron el jugo ex-
traidoAy el acetato de etilo a un tubo de centrifuga de fon
do cénico, se centrifugd por dos minutos a 2000 r.p.m., se
separd la fase superior con ayuda de una pipeta pasteui} -

este proceso se llevd a cabo 2 veces-mis, los tres extrac-
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tos se unieron. Los extractes vrglnicos se extrajeron ==
con 3ml de agua adicionada de 220 ul de solucidn de NaE
003 al 20% w/v durante 2 niz .o con ayuaa de un agitador
mecdnico, se dejd reposic y se supar? la fase superior --
evitando el mezclado con la fas. inferior; la fase infe-

rior se extrajc con ml de acetato de etilo durante 2-mi~-
nutos. Las fases supericres s2 reunieron y secaron con 2

gramos de Nazso4 anhidro por 10 min, rcmpiendé los grumos
que se formaron inicialmente con una varilla de vidrio. =
Se transfirid por decantacidn el extracto seco a un ma--

traz redondoc de boca esmerilada, se enjuagd el Na, SO, con

2 porciones de 2ml de acetato de etilo que se unin 21 ex-
tracto seco. Se evapord la fase orgdnica en un rotavapor
a 45°C casi a sequedad (2-3ml). Se transfirid el residuo
a un tubo de fondo cdnico Kontes graduado, con ayuda de

3 porciones de 1lml de acétato de etilo, se evapord a se-
quedad a 45°C bajo corriente de nitrdgeno, el residuo se
disolvid inmediatamente en 100 ul de acetato de etilo-me-
tanol (10:90) (segin recomendacidn de Stray (67)), se agitd
perfectamente en agi;ador vibratorio por % minuto, se --
centrifugd a 2500 r.p.m. por 2 minutcs, se verificd el vo
limen inicial y se inyectaron 10 ul de esta solucidén en =~
el cromatdgrafo de liquidos. Se utilizaron las condiciones

optimizadas (seccidn 3.2.2).

Los resultados obteniclcs se in*erpolaron en la curva
de calibracidn constr~Zda geclin 12 -eccibn 3.2.8.3 y se s0

metieron al tratamiento estadistico ahi mencionado.

Todo el material se lavd con agua y jabdn, se enjuagd
con abundante ayua destilada y después con acetato de eti-

lo, se secd al aire antes de usarlo.
3.2.8.2 Porcentaje de recuperacidn

Para determinar el porcentaje (%) de recuperacibn- de
la técnica descrita en la seccidn 3.2.8.1, se tomaron ju-

gos o néctares sin contaminacidn detectable de patulina y
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se adicionaron con solucidn estidndar de patulina (50 pl.-
de -solucidn de 4 pg/ml), y se sometieron a todo el proce-
dimiento de cuantificacidn por duplicado; se repitiéd esie
procedimiento alternadamente a lo largo de todo.elhexpgyl

mento.
3.2.8.3 Limite de deteccidn e intervalo de confianza.

Para conocer el limite de deteccifn de la técnica, -
se utilizd el procedimiento descrito por Hubaux y Vox -~
(21), incrementando el nfimero de esténdares, el rango’ de
las concentraciones de estos.estfndares y la distribucién
de las concentraciones dentro del rango eacogido.

Se prepararon soluciones est@ndar de patulina (segfin
la seccidén 3.2.1) en acetato de etilo-metanol ( 10:90) =~
de diferentes concentraciones: 9 soluciones de concentra-
cibn baja (aproxima&aménté'OuS‘Pg/ml)r 2 ‘soluciones de =--=
concentracidn media (1-2 pg/m1);'y otra solucibn de con-~
centracifén alta IGZﬁélml), se midieron las areas bajo la
curva como se describe en la seccidn 3.2.4 y se graficaron
.contra la concentracin para construir unalliwewfrectu‘gua
-8e sometid al tratamiento estadistico descrito por Hunter
(23) 'y Hubaux y Vox”(21)..Los,inter§alqs de cqnfianza se
calcularon tambi&n de acuerdo a estos métodos.

3.2.9. Métodos confirmativos

Para la técnica cromatogréfica en capa fina se siguid
el met9§9 de Sommer y col. (61): Se utilizaron placas pre=-"
cubiertas de siliéa gel 60F 254 activadas por 1 hora a - -
.110°C, el eluyente fué: benceno-metanol §cido acét;co gla-
.cial, (90: 5:5 v/v/v), la patullna se localizS por compara-
cién visual del valor de Rf con‘una soluci&n esténdar; pa-

.ra la deteccidn de las manchas se empléS luz ultravioleta’

1]
de onda corta (254 nm). sm:secuentemente se rocib la Pplaca de NH 4‘

OH al 3% (v/v) y después con una. solu016n acuosa de clorhidrato de -
Fenilhidrazina al 4% (w/v) y se calentd a 110°C por 2-3 min



Los extractos de muestras se obtuvieron por el mé&todo
oficial de la AQOAC (20) usando 50 ml de jugo ¢ néctar y la
limpieza en columna. Este procedimiento se repitid a lo lar-

go del experimento.
3.2.9.2 Método microbiolbgico

Se utilizd la técnica descrita por Stoot ¥ Bullerman -

(65), empleando una cepa deé Bacillus megaterium proporciona~

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

Se prepararon soluciones estandar de patulina en aceta-
to de etilo-metanol (10:90) ‘de 0.5,1,2,3,5,10,15, y 20 pg/ -
10 pl.

Se checd su concentracidén segln la seccibn 3.2.1. Se -
colocaron 20 nl de cada solucidn en discos de papel Whatman
# 3 de 6 mm de didmetro esterilizados bajo luz ultravioleta-
y se colocaron en la superficie de cajas petri contenien-

do Agar TYG inoculadas con Bacillus megaterium (0.2 ml de

un cultivo en caldo 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 midi8 el didmetro
del halo de inhibicidn, se restd el di&metro del disco (6mm)
y se graficd concentracidn contra halo de inhibicién para
tener una curva de calibracidn. La curva se ajustd, se obtu-
vo su lfmite de deteccidn y los intervalos de confianza por
el método de Hunter (23). Paralelamente se extrajeron jugos
y néctares contaminados mediante el método de M&ller y Josef-
sson (38) utilizando 50 ml de muestra, se colocaron 20 pl del
extracto en los discos, se distribuyeron e incubaron como los
estandares en cajas petri; y se observd la presencia de halo
de inhibicién midi€ndose su difmetro para interpolarlo en la
curva de calibracidn. Todas las determinaciones tanto de es-
tandares como de muestras se hicieron por cuadruplicado. Es-

te procedimiento se repitid a lo largo del experimento.



3.2.10 Aislamiento de Penicillum expansum

Se efectud por el método descrito por Amieba Y col (1),
tomandaq una pequeia fracciﬁnode la zona sana-enferma de man-
zanas con sintomatologia de g;,exgansum ( pag. 17 ), se le
trato con hipoclorito de sodio al iiidurantevtres minutos -
después se lavd con agua destilada, 10s trozos desinfectados
se secaron y transfirieron a cajas petri con PDA y agar nu--
tritivo. Se incubaron a temperatura ambiente (20°C) durante -
3 dfas una vez desarrollado el microorganismo se resiembra en
nuevas cajas con cultivos especificos para su identificacibn.

La identificacidn se llevd a cabo por observacidn maéﬁog
cSpica de la morfologfa colonial de acuerdd: a Pitt (44) - -
y por medio de observacibn mioioscépica (1).

Se comprobd la patogenicidad de la cepa aislada inocu-=-
lando 12 frutas (3 repeticioheé de 4 unidades cada una) por -~
los métodos ‘de inoculacidn por contacto por isopo y por le--
sidn.

Se incubaron.en una cdmara h(meda y a temperatura ambzen
te durante 8 dfas, se midieron los diﬁmetros de desarrollo de
pudriciones y se observd la s;ntomatologia.

3.2.11 Produccidn de patulina por Penicillum expansum

3.2.11.1 Produccidn en manzanas infectadas‘
s lx

Las manzanas utllizadas para demcstrar la patogenicidad
se emplearon para observar la producc;on de patul;na in vivo.;
Cuando la lesién cubrfa un 50% de la superflcxe‘de la. manzana,
se triturd en una Warlng laboratory Blendor ajustando los 86~
lidos totales con-agua destilada 7408 (similar al néctar 'de:
manzana comercial) y se cuantificd la patulina segfin la sec-
cidn 3.2.8.
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3.2,11.2 Produccidn &n medio de cultivo.

Se siguid el procedimiento descrito por Norstadt y Ma-
calla (40) para obtener patulina en medio artificial.

R

. } ' ‘Integracion dé las seRates
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CAPITULO IV

q. Resultados y Discusidn

4.1. Resultados

-4.1.4. Aislamiento de Penicillium ‘spp.

Siguienao los lineamigntosubropuestos.po; Amieba y
col. (1), se aisld una cepa.de Penicillium de manzanas -
que presentaban pudri@i&n blanda, café claro con olor y
sabor peculiares. Se realizb la observacidn macroscSpica
de la morfologia colonial en los medios de CYA,MEA y G25N
a 25°C durante 7 dias y en CYA por 7 dias a 5°C y 37°C. -
Las caracterfsticas coloniales y microscbdpicas encontra~--

das coinciden baétante con la descripcidn de Penicillium

expansum hecha por Pitt (44), una de las caracteristicas
distintivas de este hongo en su habiljidad para producir -
pudriciones destructivas de las frutas pomfceas, lo cual

se comprobd al realizar las pruebas de infectividad.

En las pruebas de infectividad, se obtuvieron sélo -
pudriciones caracteristicas con inoculacidn por lesidn, -
no asf por contacto con isopo: los difmetros de pudricidn
a los 8 dfas de incubacidn variaron entre 3 y 5 cm. cuando
se lesiond la fruta, no hubo desarrollo de pudricidn con =
la suspensidn de esporas colocada en el isopo sobre el te~

jido sano.

4.1.2, Produccidn de patulina.

Las manzanas utilizadas para demostrar la patogenici-
dad se emplearon para observar la produccidn de patulina en
vivo como se ha descrito en 3.2.11.1. Los 4 andilisis efec-
tuados'dieron resultados de alta contaminacidn, el rango -
fué de 337.49 - 572.97 ug/l de néctar preparado con estas
frutas,la figura 23 muestra uno de estos anflisis.
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La produccidn in vitro se efectud por el procedimiento

de Norstadt y Mc Calla (40), el hongo aislado se incubd

a temperatura ambiente en 2 1 de caldo papa-dextrosa, du-
rante 2 semanas, al finalizar este periodo, el medio se

centrifugd y filtrd para eliminar al microorganismo, se
concentrd €l volumen a 500 ml y se extrajeron 5 ml por el
procedimiento de la seccidn 3.2.8.4, se confirmd la pre-
sencia de la micotoxina en el medio por cromatografia en

capa fina y el m@todo microbiol8gico usando Bacillus me-

gaterium. No se efectud cuantificacién.
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4.2 Andlisis cualitativo.

4.2.1. Método presuntivo.

-.El:par&metro principal empleado en el anflisis cuali-.
tativo fué el tiempo de retencidn absoluto (tra}], que se-

determind en dos diferentes condiciones:

a) Mediante soluciones esténdar de diferente concéﬁtré

cidn cromatografiadas segfin lo-expuesto en la seccidn 3.2.2,
(figura 45 ).

b) Mediante extractos de muestras contaminadas con con-
Gentraciones conocidas del analito probledal.obtgniQQQ?ggxg
el método de la seccién 3.2.8 y cromatografiadas en.lag mis-
mas condiciones de los estéindares (cfiguras 3, 16'1_17 ).

Los valores obtenidos 'se muéstran en la tabla 7.

Se encontrd que en las condiciones optimizadas no se -~
presentaba interferencia en la determinacién de la toxina.-
(. figuras 18,19 )

La biésehbia dé contaminacidn en las muestras analiza--
das 8¢ determind por comparacidn del tra con el intexvalo de
‘confianza correspondiente, (generalmente el nivel de 20 o -
40 png/1 de muestra. tabla I): Para tener una informacidn -
idicional“se hicieron coinyecciones de extractos de jugo o
néctar que presentaban cbntaminacién y solucibn esténdar, --
obteniéndose un sdlo pico. (:figura 20).

4.2.2. Mé&todos confirmativos.

Como el tiempo de retencidn no es un parémetro absoluta-
mente confiable para la identificacidn de un compuesto dado,
se recurrid a otros parimetros para confirmar la presencia

de la micotoxina en los productos analizados:

a) El valor de Rf, comparindolo con el Rf de patulina

auténtica en cromatografia en capa fina.

b) Sus propiedades antibidticas.



La cromatografia en capa fina se realizd de acuerdo =~
al método descrito en la seccidn 3.2.9.1: 2 254 nm, en la =-
placa cromatografica se distinguieron puntos obscuros con-
tra un fondo fluorescente a un Rf de 0.40,Al revelar la placa
con la fenilhidrazina, se observaron manchas amarillo-roji=-

zas al mismo Rf.

El limite de deteccidn de €sta técnica fué de 0.2 pa/
mancha gque correspondid a 20.Pg/l cuando se extrajeron 50

ml de muestra, el volfimen final del extracto fué de 100 pl
y se eluyéron'2d'yl de éste en la placa cromatogri@fica. En

muestras que présentaron contaminacidn ‘inferior a éste 1imi
te se llevd el extracto final a 50 pl.

La confirmacidn usando sus propiedades antibidticas se

efectud usando Bacillus megaterium como indicador bioldgico.

El método seguido se ha descrito en la seccidn 3.2.9.2.

En éste método el didmetro de la zona de inhibicidn -
fué directamente proporcional a la concentracidén de 1la to

xina como puede observarse en la tabla 8 y la figura 24,

El limite de deteccidn fu€ de 2.02 mg/disco que equi=--
vale a 40 pg/l cuando se usaron 50 ml de muestra, el volid-

men final del extracto fué de 20 }11 y se colocaron 10 ).11 por
cada disco.

En muestras que presentaron contaminacién inferior a

este limite se utilizd un volimen de muestra de 100 ml.

Todas las muestras que presentaron pico cromatogri@fico
con tr correspondiente a patulina dieron resultados posi-
tivos en ambas pruebas confirmativas. Con estos dos paréme
.tros se confirmd la presencia de la micotoxina en los pro--

ductos analizados.



Tabla 7

lIntervalos~dé confianza de los valores de tra ”para estén

dares de ‘patukina.

Nivel (pg/ml) Intervalo de try (min)
(£ 0.05) ’

10 (23.9479, 24.5621)
(23.9474, 24.3626)
(23.8601; .24.0599)
(23.7778,. 24.2622)
(23.7366, 24.0844)
(23.7642, 24.0358)

o - S e B« -]

-3

Intervalos de confianza de los valores de tr, para patu-;

{lina adicionada a jugos y néctares.

Nivel g patulina In;ervalo de trab(min)
1 muestra (ecd.05) h :
160 (23.5724, 23.9276)
120 (23.3219, 23.4761)
40 (24.0626, 24.2354)

20 (23.9079, 24.1581)
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Tabla 8

Correlacidn entre la concentracién de micotoxina y el ==

difimetro de la zona de inhibicidn usando Bacillus megate -
{xium.

Mg _de patulina

Didmetro corregido prome-
X disco y:

dio de la zona de inhibi-
cién.* tem)

S = 0.0216
S = 0.1472

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 correlacidn.
B0 - . 0.9346
| =2 = 20
JVEXX -x)" . Sy - y)

* Cada determinacidn se hizo por cuadruplicado; n=4
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4.3 Ané&lisis cuantitativo

4.3.1 Muestras analizadas

Se analizaron 71 muestras de néctar de manzana, 34 de
jugo dg_manzaha y 14 de néctar de pera de 5, 4 y ? marcas

comerciales respectivamente.

Se utiligd la técnica de extraccidén de la seccidn --
3.2.8, se integraron las seflales como se indica en 3.2.4 y
§e calculd la caoncentracidn interpolando en la curva'patrén

construida como se indica en la seccidn 3.2.3.

4.3.2 Curva de calibreacidn

Se encontrd que la patulina obedece la ley de Lambert

y Beer en un rango de concentracidn de 0.05 pg a 10 yg[ml,
ml

como se indica en la figura 25.

Se tonstruy8 una curva de calibracién siguiendo los-
lineamientos propuestos por Hubaux y Vos (21). (ver anexo
I), utilizando 12 soluciones estindar, 9 de ellas de baja
concentracién, 2 de concentracién media y una de concentra-
cibn alta. Se determind el limite de deteccidn de la técni-
ca concr=0.01, que correspondid a 9.2 pg.’ de patulina/l de

muestra analizada ( ver figura 27).

Los valores obtenidos para la construccidén de la curva
se encuentran en la tabla 9 vy la figura 26. Durante el
experimento se repitil 2 veces mis esta curva para probar -
la eficiencia de la columna, ne se encontrd diferencia sig-

nificativa entre estas repeticiones.

Se determinaron las bandas de confianza de Working-Hote~
1ling sobre la linea ajustada; o sea la regidn de confianza
para toda la linea, los resultados se muestran en la tabla

10 y en la figura 27,



72

4.3.3 Porcentaje (%) de recuperacidén de la técnica de ex~-
traccidn.

Los andlisis de este trabajo fueron realizados por -
dos personas;'existiendo la posibilidad de una diferencia
significativa entre analistas, se utilizd el anélisis_de
varianza aplicado a los resultados de la tabla II, que =
son los datos obtenidos en la extraccidn de muestras adi-
cionadad de 40 ug de toxina/l de muestra. Como puede ver-
se en la tabla 12, no hay diferencia significativa entre
ambos.

La recuperacidn promedio de la toxina adicionada fué

de 76.35% con una variabilidad de + 3.08%.

‘4.3.4 Anidlisis de las muestras.

Las muestras se agruparon por marcas; a cada una se
le asignd una letra y un niimero para su identificacidn se~-
glin la marca comercial.

En las tablas 13, 14 y 15 se muestran los tiempos dg
retencidn promedio y las dreas promedio obtenidas en el -
an8lisis de n&ctares de manzana, jugos de manzana y nécta-
res de pera respectivamente, asi como los intgrvaios de -
confianza al 95% para estos valores,

Las figuras 19,21 y 22 son representaciones tipicas -~
del anilisis efectuado.

Para obtener una estimacién de los valores de concen-
tracidn de la micotoxina en las muestras analizadas se =-
empled ei método de Lieberman y col. expuesto por Hunter'
(23), que emplea un intervalo de confianza de 100 P% para
la respuesta de Area, establecido con un 100 (1-%/2) % de
‘confianza.

Al interpolar los valores de &rea en la ecuacidn de -
regresidn de la curva de calibracidn se observd que la ma-
yor densidad de &stos se agrupaba en la regidén de 0.04 -~
0.015 ug, se utilizd sdlo ese intervalo de la grafica, 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 consiguiente el rango de concen
tracidn estima. En este caso el usar la regidén de 0.004 -
0.015 P9 reduio el intervalo a un 89% del valor mosgpado
en la tabla 10 (ver figura 28).

La interpolacidén en la curva de calibracidén y su co--
‘rrespondiente. regidén de confianza se realizd como se indi-
ca en la figura 14. Y los-Qalores.obtenidos del intervalo
de confianza para el Area. (n), la concentracibén de patu-
lina éStimada () vy el interQalo de’ concentracidn estimado
se muestra en la tabla 16.

En la tabla 16 sé muestran los niveles de concentra-
cidén en ug de patulina/l de muestra, tomando en cuenta -
gque se inyectaron 10‘p1 del extracto cuyo volfimen fué de
100 pl, el volimen de muestra extrafda fué de 5 ml y el %
de recuperacidn de la técnica de extraccidn de 76.35%.

La figura 29 muestra, a manera de resumen, la repre-
sentacidén en histograma de los niveles de patulina en ju--

gos y négtares de manzana y néctares de pera.
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4.4, Discusidn de resultados.
4.4.1. Pruebas con microorganismos patdgenos.

Debido a que se hizo solo una prueba de aislamiento,
no se tiene la certeza total de la identidad del microor-
ganismo aislado, .pero se presume gue el hongo proveniente
de manzanas con pudricidn blanda, café claro, de olor y -

sabor caracteristico es Penicillium expansum, pues .se ha

reportado que. normalmente se encuentra contaminando a las
manzanas y peras (44). Lo importante es la corroboracidén -
de la capacidad productiva de patulina por el hongo patd-
geno, tanto en los frutos como en el medio artificial, lo
cual indic6 una posibilidad «de contaminacidn en los produc

tos comerciales.

El microorganismo aislado no tiene capacidad de infec
tar a los frutos por contacto, sino tan solo a través de -
dafios en la piel. De lo anterior se desprende que los pro-
cedimientos inadecuados de recoleccidn, transporte y mane-
jo pueden favorecer la infeccidn de los frutos con hongos

de este tipo y contaminarlos con patulina.

La cuantificacidn de la patulina producida en medio
artificial no se realizd por la alta probabilidad de pre-
valecencia de esporas del hongo gue contaminarian la co-
lumna analitica del cromatdgrafo, por lo que el and8lisis

quedd a-nivel cualitativo.

4.4.2. Anflisis cualitativo.

La, cromatografia liquida es en esencia una tépnica de
separacidn y cuantificacién y no de identificacidn, aunque
es posible obtener alguna informacidn de tipo cualitativo,

basindose en par@metros de retencidn.

En este caso se utilizd el tiempo de retencibn absolu

to (tra), gue es el tiempo transcurrido desde la introduc-
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cidén de la muestra hasta el m8ximo del pico en la grifica.
Este parimetro esti sujeto a errores en mayor grado que

otros como el tr relativo y el tr ajustado, pero no fué -
posible utilizar estos dos filtimos eh*Qista de la caren-

cia de una .sustancia de referencia. En todos los casos se
probaron algunos con resultado negativos y se optd por -
emplear sd8lo €l tra. La identificacidn se hizo: por compa-
racidn con estdndares, en caso de duda se inyectaba o ---
coinyectaba una solucifn estéindar para cerciorarse de que
el tr registrado correspondid a la toxina, pues esta es -
funcidn de las condiciones de operacidn del,eguipo y aun-
que es posible mantener un nivel constante, existen alqu-~-

nas variaciones.

8e determind el tr en las dos condiciones mencionadas
en la seccidn 4.1.2 por la posibilidad de una interferen-
¢ia con alglin componente del extracto; segiin ée-ve en las
figuras 18, 19, no hubo problema de ese tipo empleando el
procedimiento de extraccibn, limpieza 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&ndar como en los extractos de‘productos
contaminados con niveles conocidos dé toxina. Las variacio
nes en los valores de este parimetro se deben probablemen~
te a*error humano en la determinacidn del dato por medi--
cidn manual y en el procedimiento de inyeccidn de 1la mués~
‘tra, a fluctuaciones en la velocidad del lfquido acarrea-
dor, al estado de la columna y a la velocidad de carta del

registrador.

En general, siempre se requiere de un método confirma
tivo para la identificacidn. Los“métodos confirmativos -~ -
empleados se seleccionaron aprerchando las prop;edades -
especificas de la micothina y la sensibilidad y ap}icabi-

lidad del método. La cromatografia en capa fina fué& fitil -



76

pero no suficiente como confirmacidn de la identidad de
patulina, en vista de que se han reportado interferencias
con este procedimiento gque podian conducir a error (62),
por tanto se utilizd la propiedad antibidtica del compues
to para la identificacidn total. El microorganismo emplea

do, Bacillus megaterium se ha reportado como el mids sensi

ble a esta y otras toxinas (70).

Ambas pruebas dieron muy buenos resultados con solu-
‘ci6n estadndar y extractos de productos contaminados infeg
‘cionalmente, principalmente el método microbiolégico don-
de se obtuvo una correlacidn respuesta-concentracidn del-
orden de 0.93 (figura 24). En el método cromatogridfico la
estimacidn de fluorescencia y la coloracidén fué visual, -
por lo que no se pressnta ningln valsr de correlacidn con
la concentracidn e intensidad de mancha con ambos revela-
dores. La correlacidn observada entre las variables de ca
da prueba indica qgue puede utilizarse para el anidlisis -
confirmativo de la identidad de la toxina, en. esténdares
y muestras contaminadas naturalmente. El limite de detec-~
cidn que se reporta en ambos casos es el promedio de la -
minima cantidad que produjo respuesta apreciable, por lo
que no tiene fines netamente cuantitativos, sino tan solo
para que obtenido el resultado de la cromatografia de 1%1-
quidos, se planeara el voliimen adicional de muestra que =
se extraeria en los casos necesarios, como se indicd en -
su oportunidad. Estos datos son comparables con los repor
tados en la bibliografia gue son de 0.2‘pg/ZQp1 (54) y de
1.7 pg/disco (65). Por otra parte, el limite de cromato--
grafia en capa fina es mucho méyor que el reportado para
otros reveladores cono el MBTH (0.01 mg/5ul) (56), siﬁ -
embargo fué satisfactorio para los fines que perseguimos.

Una observacidén interesante relacionada con el méto-
do microbiocldgico es la aparicidn de un crecimiento anor--

mal a nivel macroscdpico del bacilo en los bordes de la -
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zona de inhibicidn, las colonias bacterianas en esta zona

presentan cambios de textura y de forma con respecto al =

resto de las coloniés, hubo un crecimiento exaderado en -

direccifén al centro de la zona de inhibicidn, no se obser

vd0 a nivel microscdpico; esto puede tener relacidn con las
propiedades mutagénicas de la patulina, tal como se ha =~

propuesto para una situacidn semejante en la interaccibn -
de aflatoxina y E. coli. (70).

4.4.3..An51isis cuanéitativg.

La seleccidn de las muestras Se hizo aleatoriamente -
de acuerdo a su disponibilidad aparente en el mercado. La
curva de calibracidn se coéonstruyd tomando en cuenta que -
la absorbancia de Ia toxina obedece la ley de Lambert y -
Beer, sedgfin se ve en la figura 25, c¢on esto se asegurd que
la respuesta seria lineal, lo cual se comprobd con inyec~--
ciones de solucidn estdndar de diferente concentracién -~
(figura 15).

Es importante hacer notar que para la construccidn de

la curva patrdn se hicieron algunas suposiciones:

1.- Los estindares fueron independientes.

2.- La variacidén de la distribucidn de los errores -
de las sefiales se mantuvo constante (ver coefi-=
ciente de variabilidad del &rea, tabla9).

3.~ Se conocid exactamente la concentracidn de los -
est@ndares, _

4.- Las sefiales observadas tuvieron una distribucidn

gaussiana alrededor del valor esperado.

.Con estas hipdtesis fu& posible aplicar los tratamien-
tos estadisticos mencionados (anexo I).

‘Durante el experimento seé ‘inyectaron soluciones de --
concentracidn conocida y se compararon con los intervalos

de tolerancia para la curva contruida. Todos estuvieron =-
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dentro de ese intervalo, por lo que se asegura que no hu-
bo diferencia significativa, ésto sirvid para verificar -
la eficiencia de la columna y del detector. En vista de -
los resultados, se decidid emplear’la curva de calibra--
cidn construida originalmente para obtener la estimacidn

de las concentraciones en las muestras.

Una vez optimizado el procedimiento de extraccidn se
hicieron andlisis de recuperacidn en diferentes dias, los
resultados pueden verse en la ;abla 11. E1 dato promedio
obtenido fué similar al reportado por M8ller Josefsson =--
(38), auynque menor al de otros procedimientos de cromato-
grafia de liquidos (67) (72) que son del orden de 80-85%
y mlds, sin embargo , la variabilidad de los resultados =-=-
fué baja.y no existid diferencia significativa entre ana
listas ni entre los distintos anflisis (tabla 12), por --
tanto se considerd este dato adecuado para utilizarlo co-
ﬁo referencia para dar un valor corregido de la concentra-

cidn estimada como se estipula en la tabla 17.

Varios autores han relacionado el concepto de limite
de deteccidn con los conceptos estadisticos de error (2,
21,23). Ssiguiendo estos lineamientos (anexo I)Y utilizando
los datos de ia curva de calibracidn, calculamos 9.2‘pg -
de patulina/litro de muestra, como nuestro limite de detec
cidn, éstablecido con 99% de confianza, que es comparable
al reportado por Ware: ll‘pgll (72), pero inferior al de
M8ller: 5 pg/1 (38) y al de Stray: 1 pg/l (57). Sin embar-
go, estos autores no especifican la manera como determi-

naron ese valor.

La utilizacidn del método de Wynn y Bloomfield para -
reducir el ‘intervalo de WorkingQHotelling fué de gran ayu-
da pues permitid obtener un valor estimado del intervalo
de confianza para la concentracidn estimada de toxina en

las muestras mds estrecho y con la misma concentracidn --
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(ver figura 28).

El &rea asociada al limite de deteccidn (0.2917 cmz),
fué el limite de decisidn, que permitid en términos cuan-
titativos expresar si la muestra estaba contaminada. En -

a7Rqr Bg™Bgr Cy4v Dy = Dygr Bp”
E4 de néctar de manzana, D5¥D6de jugo de manzana ylns“dé

néctar  de pera, a pesar de que existid un pico cromatogré-

el caso de las muestras A

fico con tr caracteristico de patulina (ver tabla 13,14,15)
'no se consideraron pdra 1a'estimacignﬂﬂnantitativa por. es-
tar debajo del &rea minima deteatable, ademds las pruebas
confirmativas fueron dudosas. Estas muestras se reportadon
con nivel de contaminaci&n menor de 9.2 pq/l. (En los histo
gramas de la figura 29 corresponden a la primera barra, -

Jjunto con las que no presentaron tr caracteristico).

La regidn ‘de Working-Hotelling expuésta en la tabla

10 ¥ la -figura 27, se tomd como medida de la capacidad pa-
ra predecir las seiflales asociadas con una concentracidén -

dada, dicho con un 95% de confianza.

La interpolacidn en la curva de calibracidn de los -
valores de ‘Area de las muestras cuyos cromatogramas con-
tuvieron picos con superficie mayor o igual a 0.2917 cmz,
se efectud segfin el método de Lieberman y col., con lo -
que el intervalo estimado para la cantidad de patulina -~
contendra el valor verdadero el 90% de .las veces dicho =-
con un 95% de confianza (P: O.QO,Q;0.0S)f-como lo expone

‘Hunter (23).

Del histograma de distribucidn de los niveles de patu-
lina se observa que tanto el néctar como el jugo de manzana
presentan contaminacidn, no asf el néctar de pera. La ma-
yor proporcidn no se encontrd contaminada con niveles de-
tectables de patulina (76.8% de los néctares de manzana,

76.4% de jugos de manzana y 100% de néctares de pera). El/0y

FACULTAD DE
QUIMICA



80

rango de concentracidn en néctares de manzana es de 9,2-
39.49 pg/l Y en jugo de manzana de 9.2-25.42 pg/l, este
rango estd distribuido en mayor proporcidn entrenlos nive

les de baja concentracidn (figura 29).

La contaminacidn con patulina encontrada en las --
muestras analizadas (9.2 =~ 39.49/ug/1) es comparable a -
los resultados obtenidos en Suiza (2.5 -25-pg/1) (28) --

y Finlandia (25 ug/1)(28), y considerablemente inferior
a los encontrados en E.U.A. (44 - 309 pg/l) (72), (40-440
pg/l) (7) y en Canadd (hasta 45 mg/l con productos obteni-

dos de manzanas descompuestas). (74).

En Mexico, la Direccidn General de Normas (8) esta--
blece que" . . . el jugo de manzana ser3 elaborado en con
diciones sanitarias apropiadas con manzanas sanas, maduras
frescas, convenientemente lavadas y libres de residuos de
plaguicidas y otras sustancias eventualmente nocivas ...",
como se observa esta norma no establece ninguna especifi-
cacidn en cuanto al tipo y cantidad de las sustancias res
tringidas, en vista de los resultados obtenidos se comprue
ba que estas condiciones no se cumplen, ya que el uso de
manzanas contaminadas con hongos pueden provocar la presen

cia de esta toxina en el producto final.

En Noruega y Suiza se ha establecido que la maxima ~--
cantidad permisible de patulina es de 50 pg/l en jugo de
manzana (67). De la tabla 17, se observa que los alimentos
analizados estén por'debajo de esta especificacidn por 1lo
que es posible considerar que la ingestidn de productos -

con los niveles de contaminacidn encontrados es inocua.
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Figura 15 :soluciones esténdar de patulina.

0.04p8

Soluciones esténdar de patulina en acetato
de etilo-metanol (10:90); cromatdgrafo de 1%
quidos Varian 5000; detector UV Vari-chrom a
277 nm, sensibilidad 0.01; columna Micropak

MCH-10; fase mSvil:; agua tridestilada a 1 ml/
tempéeratpra 25°C, presidn 90 atm; velo-

min:

joope

- ,os W . -
' L

ciaad de carta 0.25 cm/min.
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Figura 16 :néctar de manzana adicionado con
patulina.

e e e e
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] 20 40

f (min)

Andlisis de néctar de manzana "D"; cromatdgrafo Varian 5000; Detector
UV Vari chrom a 277 nm, sensibilidad 0.01; columna Micropak MCH-10;
fase mévil agua a.l ml/min; temperatura 25°C, presién 90 atm, area
del pico 3.99 cm2 concentracifn: 150.89 ug de patulina; velocidad de
carta.0.25 cin/min. 1
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Figura 17 :Néctar de manzana adicionado de
patulina.

Andlisis de néctar de manzana "D", “éromatégrafo Varian 5000 detec-
tor UV Vari-Chrom a 277 nm, sensibilidad 0.01; .columna Micropak --
MCH-10; fase mSvil agua a 1 ml/min; temperatura 25°C, presién ~ 90
atm; drea del pico 2.81 cm2, concentracién '107.5 pg patulina Velo-
cidad de carta 0.25 cm/min. R
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Flgura, 18 . Jugo de manzana

JUWL

i
i

Andlisis de jugo de manzana “F*no contaminado; cromatdgrafo Varian
5000, detector UV Vari-chrom a 277 nm, sensibilidad 0. 01; columna
Micropak MCH-10; fase méviliagua a 1 ml/min; temperatura 25°C, pre-
8i6n ~ 90 atm; Srea: debajo de la mmma cantidad detectable, velo-
cidad de carta 0.25 cm/min.
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anura 18 ! Néctar 4€ pera
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Anflisis de Nécta;r de pera "E"; qrqmatégrafo Varian 5000; detector
UV Vari-chrom- a 277 nm. sensibilidad 0.01; columna Micropak MCH
10; fase mbvil agua a 1 ml/min; températura 25°C, presidn ~90 atm;

area: debajo de la minima cantidad detectable; velocidad de carta -
'0.25 cm/min,
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Figura 20 : CO~-inyeccidn de jugo de manzana y
solucion estandar de patulina.
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Andlisis de jugo de manzana “D" y solucién estandar de patulina myec
tados al mismo tiempo, a la izquierda se muestra el cromatograma del
extracto dé jugo sin adicmonar, cromatdgrafo Varlan 5000; detector -
UV Vari-chrom a- 277 nm, sensibilidad 0.01; columna M:Lcropak MCH-10 ~-
fase movil: agua a 1 'ml/min; temperatura 25°C, presién ~ 90 atm, ---

drea 1.53 cm?, concentracidn: 58.86 ug, velocidad de carta 0.25 cm/
min. 1
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Figura 21_ ! Jugo de manzana

~
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_-

1 4]
A

Anflisis de jugo de manzana "G"; cromatSgrafo Varian 5000; detector

UV- Vari-chrom a- 277 nm, sensibilidad. 0.01;.columna Micropak MCH 10;

tase mbvil agua a1 ml/min;. temperatura 25°C, presién~90 atm; drea

.0.65-cm?, concentracién: 25.426 pg velocidad de cartar 0.25 cm/min.
1
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Figura 22: néctar de manzana

I

L .

min .

Andlisis de néctar de manzana "E"; cromatdgrafo Varian 5000; detector
UV Varichrom a 277 nm; sensibilidad 0.01; columna Micropak MCH-10 ~--
fase movil agua a 1 ml/min; temperatura 25° C, presidén ~ 90 atm; --

Srea 0.375 cm?, concentracién 14.786 pg/l, velocidad de carta 0.25
cm/min.



quura 23 . Produccidén de patulina por f’q-
nicillium sp, in vivo,
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.An8lisis de manzanas afectadas por P. sp, cromatdgrafo Varian
/5000; detector UV Vari-chrom a 277 nm, sensibilidad 0.02; columna Mi-
cropak MCH-10; fase mbvil agua a 1 ml/min; temperatura 25°C; presidn.

~ 90 atm; Srea 4.6 cm?, concentracién 351.05 Eﬂ’ velocidad de carta
0.25 cm/min,
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Tabla 9

Datos para curva patrdn de patulina.

— *
(cantidad de patulina en ng ) Y (drea en cn?) Coef. variabilidad

del drea (%)
0.0031 0.160 1.30
0.0034 0.180 1.21
0.00598 0.375 0.96
0.00604 0.392 0.99
0.00617 0.390 0.97
0.00617 0.390 0.95
0.00617 0.390 1.02
0.00637 0.405 1.00
0.00736 0.48 1.12
0.01 0.750 1.18
0.02 1.487 1.01
0.06 4.075 1.30

*n=3
Coeficiente de correlacibn: r = 0.99892217

S2 = 0.00282368

S = 0.,005313835

\
Limite de deteccién con 99% de seguridad = 0.00451 pag de patulina
considerando que se emplearon 5 ml de muestra, el volﬁmeq final ael
extracto fué de 100 Al y se inyectaron siempre 10 ul de este extrac

to, el limite de deteccibn de la técnica fué de 9.02 ug o sea, un
drea minima detectable de 0.2917 cm?, 1
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Tabla 10

Regifn de Working-Hotelling para la ecuacidn de regresién de la

 curva de calibracidn.

x (pg patulina)

0.0031
0.0034
0.00598
0.00604
0.00617
0.00617
0.00617
0.00637
0.00736
0.01
0.02
0.08

.* Al 95% de confianza. El valor de F de

P2,10,0.05

Intervalo de confianza ¥ c*:0.0S)
para el irea E

(0.1440,
(0.1651,
(0.3461,
(0.3503,
(0.3594,
(0.3594,
(0.3594,
(0.3733,
(0.4836,
(0.6260,
(1.3095,
(3.9686,

4.10

0.2451)
0.2654)
0.4401)
0.4442)
0.4530)
0.4530)
0.4530)
0.4666)
0.5339)
0.7144)
1.4096)
4.2654)

‘Snedecor utilizado fuf:

Ref. (68)

i
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Tabla 11

% de recuperacidn de la técnica de extraccidn.

Experimento Analista¥*
A (%x) 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 diplicados G, =| = & =+ 2.35

2n

dz%ea -7 8
% variabilidad: 0d x 100 =+ 3.08 %

X

* Se enlistan los valores medios de 2 determinaciones por cada
analista.
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Tabla 12

técnica de extraccidn.

Andlisis de varianza de los resultados del % de recuperxacidn de la

\\\fféliSta
Experimento a (%) B (%)
1 77.97 75.35 153,22
2 78.45 79.28 157.73
3 78.57 74.64 153.21
4 71.42 75.00 146.42
5 79.00 74.75 153.75
6 74.47 75.13 149.6
7 73.97 78.79 152.76
8 75.80 79.12 154,92
602,65 612.06.. 1221.71
F = (Zx° = 93285.95
15
5, = in -Fc = 84.79
s = (Sx)%+ (Tx)% - Fc = 40.51
e 1 2!+ .
analistas
s. = (Zx,0%+ (Zxy)® -Fe= 0.3
a A 8 °
experimentos
Fuentes de varianza [G.L | Sx | CM_ Fealc P. 58 |P.1%
Experimentos 7 |40.51 | 5.78 0.92 N.S |N.S
Analistas 1 0.36 0.36 0.057 N.S | N.S
Residual 7 143.92 6.27
Total 15 84.79 5.65

N.S8. No hay diferencia significativa
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*

Muestra tr (min)
*%
Al N.c
A2 N.C.
A3 N.C,
A4 24.0
As 24.0
Aa 23.8
Ag 23.8
AlO 23.8
All 23.6
A12 23.7
Bl N.C,
32 N.C.
B3 N.C.
B4 N.C.
Bs N.cl
BG N.C.
B7 N.C.
38 23.8
By, 23.8
BlO 23.8
B11 24,0
By, 23.6
813 23.8

* n=3 en todos los casos

Tabla 13

Intervalo de
confianza --
(& :0.05)
(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)

[T

(23.710,23.890)
(23.652,23.947)
(23.709,23.890)

-(23.932,24.067)

(23.396,23.803)
(23.618,23.981)

Tiempo de retencidn y &rea promedio correspondiente a patulina en el
anflisis de néctar de manzana.

irea (cmz)* Intervalo

** N.C.No caracteristico

(0.3166,0. 3233)

de confian=-
za 5(!: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

RERERR

(0.1682,0,1818)
(0.2009,0,219)

(0.3323,0.3436)
(0.7154,0.7245)
(1.0120,1,0279)
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Ta bla 13 (cont.)
Muestra tr (min) intervalo de &fea (cmz) intervalo de con-=}
: confianza - fiagza (CX:0.005 |
(0¢:0.05) - (cm®) :
(min) .
c N.C
C; N.C ’ )
C3 N.C ‘ '
<, N.C -k
Cs N.C '
CS N.C :
c; N.C ,
C8 N.C ' '
Cg N.C L K
Clo N.C _ |
Cl1 N.C
cin ‘N.C )
12 — — —
013 N'c . . — . roo— ]
014’ ~24.0 (23.909,24.090) 0216 (0.1481,0.1713) _
015. 24.0 {23.909,24.090) . 0.:250 ©{0.2454,0.2545) - '}
ch 24.0 (23.920,24.Q79) 0,389 (0.3788,0.3992)
D N.C.
2 owe — —
D3 N.C -
D4 N.C )
DS N.C
D6 N.C
D7 N.C '
D8 N.C .o
Dy N.C |
D10 23.8 (23.585,24.015) 0.105 (0.0948,0.1152)
D11 24.0 (23.943,24.056) 0.105 (0.0971,0.1129)
D12 24.0 (23.932,24.068) 0.180 (0.1709,0.1890)
013 23.8 (23.709,23.809) 0.200 (0.1909,0.2090)
D14 24.0 (23.886,24.113) 0.213 (0.2062,0.2197)
D15 24.0 (23,920,24.079) 0.255 (0.2470,0.2629)
D16 24.0 (23.920,24.079) 0.280 (0.2743,0.2856)
D 23.9 (23.809,23.990) 0.300 (0.2943,0.3056)
D%; 23.8 {23.596,24,003) 0.350 (0.3420,0.3579)
D19 24.0 {23.920,24.079) 0.842 (0.8261,0.8578)
020 24.0 (23.898,24.102) 0.879 (0.8677,0.8903)




Tabla 13 (cont.)

| Muestra 'fr (min) Intervalo de  frea (cmz) Intervalo dg¢
confianga -~ confianza
(e¢:0.05) (dé 0.05)
(min) (em®)
El N.C
E2 23.9 (23.809,23.990) 0.219 (0.2088,0.2292)
E3 24.0 (23,932,24.067) 0.239 (0.2272,0.250)
E4 23,8 (23,790,23.809) 0.250 (0.2365,0.2635)}
ES 24.0 (23.920,24.079) 0.300 (0.2909,0.3090)
36 24.0 (23.920,24.079) 0.370 (0.3592,0‘3302)
E7 24.0 (23.898,24.102) 0.475 (0.4648,0.4852)'
Ea 24.1 (24.032,24.167) 0.495 (0.4825,0.5074)|.
Eg 24.0 (23.943,24.056) 0.495 (0.4825,0.5074)
ElO 23,8 (23.596,24.003) 0.950 (0.9273,0.9726)
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Muestra

mUmU‘hOwGNUHU

e B B B
S W

oﬁqmmﬂmﬂbmwﬁnﬂpﬁ

<]
[
]
m
[
)

*na=3

tr (min)*

Tabla 14

Intervalo de
confianza ~-
(€€ :0,05)
(min)

111

(23.932,24.067)
(23.909,24.090)

1]

(23.709,23.890)
(23.921,24.079)
(23.909,24.090)
(23.909,24.090)
(23.698,23.902)
(23.921,24.079)
(23.943,24.056)
(23.932,24,068)

|

** N.C. no caracteristico

area (cmz)* Intervalo de

|
|

confianza
(e :0.05)
(cm®)

(0.1288,0.1492)
(0.2265,0.2514)

1]

(0.3348,0.3552)
(0.3648,0.3852)
(0.3810,0.3969)
(0.3799,0.3980)
(0.4248,0,4451)
(0.4448,0.4652)
(0.4896,0.5303)
(0.6375,0.6624)

Tiempo de,re:encién y 8rea proﬁedio correspondiente a patulina.en el}
anilisis de jugo de manzana.




Tabla 15

Tiempo de retencidn y &rea promedio correspondiente a patulina en
. el an8lisis de Néctar de Pera.

Muestras tr (min)* Intervalo de Area (cmz)* Intervalo de con-

confianza - fianza (& :0.05)
(€€ :0.05) (cm2)
(min)
!JJ1 N.C
D2 N.C
D3 N.C
l?)4 N.C
D5 N.C
DG N.C
D7 N.C .
D8 23.8 (23.687,23913) 0.150 (0.1386,0.1613)
B, - B e
j*n=3

** N.C no caracteristico
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Tabla 16

Interpolacién en la curva de calibracién de los valores de irea de s
las muestras analizadas. * |
. 5 Néctar de manzana
(1] *k%k
fluestra n (cm Z: 3?.cpg x 10-3) Intervalo =3
(o :0.05) estimado (ng x 10 7)
{P:0.90,
x:0.05)

AB (0.3155, 0.3244) 4.91931 (4.225, 5.575)

Ag (0.3933, 0.4066) 6.07981 (5.350, 6.762)

AIO (0.3985,  0.4074) 6.12333 (5.425, 6.525)

All (0.5205, 0.5294) 7.89309 }7.200(,8.562)

A12 (0.5411, 0.5588)° 8.25575 (7.400,' 8.925)

BlO (0.3133, 0.3266) 4.91931 (4.187, 5;600)

Bll (0.3269, 0.3490) 5.18043 (4.380, 5.925)

812 (0.7111, 0,.,7288) 10.7218 (10.000,11.400)

313 (1.0045, 0.5588) 15.0736 (14.350,15,875)

ch (0.3691, 0.4088) 5.92024 (5.000,a6.800j’

D17 (0.2899, 0.3110) 4.62919 (3.825, 5.3875)

D18 (0.3345, 0.3654) 5.3545 (4.500, 6.150)

D19 {0.8110, 0.8729) 12,4915 (11.450,13.500)

D20 (0.8569, 0.9011) 13.0283 (12.150,13.950)

ES (0.2823, 0.3176) 4.62919, (3.750, 5.750)
EG (0.3501, 0.3891) 5.64463 (4.725, 6.500)
E7 (0.4551, 0.4949) 7.16778 (5.750, 8.025)
EB (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)

* sBlo se muestran los valores para muestras que presentaron pi-
cos con tr caracteristico de patulina y cuya drea fué mayor o
igual a 0.2917, 8rea correspondiente al limite de deteccidn.

** n: Intervalo estimado para el drea con P:0.90 y ¢c:0.05 (ver
figura<14);.

sx*x X: valor estiﬁado de concentracidén de patulina por interpola-
cidn en la ecuacidn de regresién.
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Tabla 16 (cont.)

Jugo de manzana

Muestra L (em®) R (pg x 1073 ‘Intervalo estimado (pg X
(o :0.05) 107 (P:0.90 e :0.05)
61 (0.3251,0.3649) 5.28197 ( 4.3625,6.1500)
G2 (0.3551,0.3949) 5.71716 ( 4.8125,6,5875)
G5 (0.3735,0.4044)  5,92024 ( 5.0625,6.7250)
G, (0.3713,0.4066) 5.92024 ( 5.0375,6.7375)
G5 (0.4151,0.95@9) 6.58753 ( 5.6500,7.4750)
GG (0.4351,0.4749) 6.87766 ( 5.9750,7.7500)
G7 (0.4702,0.5498) 7.67551 ( 6.4750,8.8000)
G8 (0.6257,0.6743) 9.70637 ( 8.7750,10.6250)

Néctar de Pera

No se encontrd contaminacidn

q
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Tabla 17

Néctar de. manzana-
: »
Muestra, pg/l de muestra (€< :0,05)

Ag 15.926.
A 16.040.
Aig 20.676
A 21.626
B 12.886
Big 13.570
B, 28.086
B2 39.485
Cl6 15.508
D 12.126
Di; 14.026
D, 32.721
P20 34.127
85 12.125
E 14.786
£y 18.776
E 19.536
Eg 19.536

36.825

10

S——
1

(76.35%)

P X e K e

Intervalo estimado 91g/ 1)

Concentracifn é patulina en las muestras analizadas.

(P. 0.90 o 0,05)

11,067,
14,014,
14.210,
18.860,
:1§:$B4,

11,473,
26,195,
.37.590,

( 13.097'

P
( 10.019,
( 11,788,
( 29.993,
( 31.827,

( 9.823,
( 12.377,
( 15.061,
( 16.962,
( 16.961,

( 33.660,

10 . 969 ’

14.604
17.714
17.092
22.429
23.379

14.669
15.520
29.862
41,584

17.812

14.112
16.110
35.363
36.542

15.062
17.027
21.021
22.070
22.070

40.209

e et N N’ et Nt

N Nl Nt e S

* Valores correlacionados con el volfimen de muestra, voldmen de
inyeccidn y % de recuperacidn de la t&cnica de extraccidn
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Muestra

mﬁqﬁo‘ﬁmﬂ bawONOHO

Tabla 17 (cont.)

3
P9/l de muestra (€£0.05) Intervalo estimado

13.836
14.976
15.500
15.508
+17.256
18,016
20.106
25.425

Jugo de Manzana

(P. 0.90 & 0.05)

11.427,
12,606,
13.261,
13.195,
14.800,
15.651,
16.961,
22.986,

L I A e e

Néctar de Pera

No se encontrd contaminacién.

16.110
17.256
17.616
17.648
19.580
20,301
23.051
27,832

et N el Nt P et N Nt

().\g/ 1)
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1.8

1.2

0.4

Correlacign entre.concentracidn. de

I patulina y didmetro de inhibicion usando
viem)f . . e e e

'B. megaterium 3

¥20.0070212x = 0.4337081

x= concentracidn de patulina

vw didmetro de zona de
inhibicidn
puntos experimentales

a
L d

x { PY/disco!)

Figura 24
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: Comportamiento de la patulina segun la: ley de
Lambert y Beer.

a 277nm
c7
06
05
Espectrofotometro PYE Unicam SP 1800
04 f Celdas:1 ¢cm
X 277 rm
03 Disolvente : etanol absoluto.
Referencia: etanol absoluto,
o2t
01}
. - . . . —
2 3 4 5 6 7 8 9
Patuting (w5t

Figura 25
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i
iLinea de regresiin de la curva de
4 calibracign.
/
4 /
£ /
)
> //';
Ecucion de regresion: g
r y =68.935847 % - 0.01911749 .
2 b
x:cantidad de patulina.
y:drea del pico.
* :puntos experimentales..
1 L
0 5 E%) 43 60

%10 (g

 Figura 26 RASTERIE
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: Region de Working-Hotelling para
1@ curva de calibracidn.

K
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4 »
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2 "l 'l
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A % :cartidad de patulina.
/ 0
R ,,' y:a'ra del pico. .
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. ‘l ‘ *¢
v/ Y,: limite de decision.
/e
:" ." y.: d'm de X‘A
‘. ’ 3
/4 —:linea de regresidn
’ ’
¢ . '
B ] R l’l' aomens rml‘{ﬂ de ‘M“‘J
/ i .
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", "'
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’ "l | -
E 15 0 )
C . %W (pg)

Figura 27 |




107

y (cnd)

‘ Bandas de confianza para la seccidn
j  clegida de la curva de calibracidn. P
’,!..
101
08
x:cartidad de patuhm
06 y:dred del p&'o
—:linea de regiesich.
===+bandas de confianza
de Workirg-Hotelling (0051
04 ¢
!I‘,
r2 -
4 s ns 8%

Figura 28 =

x"d’ ‘m’\
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Histogramas de distribucién de los niveles
f* de patulina.

Néctar de manzana.

Jugo de manzana.

Nectar de pera.

20 LO:Limite de deteccion

.

1B 20 25 30 35 40 yah

* WD 44 .
f: i X: de lina/t )
Figur afrf&uencaa Mg patutina/l de muestra
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se pueden generar las

siguientes conclusiones:

1.~ El hongo patégeno aislado de manzanas demostré su ca
pacidad para producir patulina, sobre manzanas y en medio ar-

tifiCiail

2.~ Las condiciones de andlisis utilizadas, fueron idé--
neas para la determinaciédn de la micotoxina en los productos-

seleccionados, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.

3.- Los tratamientos estadfsticos empleados contribuye--
ron a la elucidacién del’ Ifmite de deteccién de la técnica -

(9.2 ug/1 de muestra) y a presentar los resultados con una --
confiabilidad del 95%.

4.- El nivel de contaminacién con patulina en los pro---
ductos analizados fué bajo: 9.2 a 39.5 ug/1 de muestra. Estos
resul tados fueron inferiores a los |fmites estipulados en los
pafses en que se considera a esta toxina dentro de la legisla

cién para alimentos.

5.~ La proporcién de muestras contaminadas en relacién -
al total de muestras analizadas fué pequeiia: 28.20% de néctar

de manzana, 23.53% de jugo de manzana y 0% de nectar de pera.

6.- El rango de concentracién de la toxina en néctar de-
manzana fué |igeramente mayor al encontrado en el jugo de man

zana aln en la misma marca, lo que se puede explicar por el -
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uso de mayor proporcién de la fruta (pulpa y jugo) utilizada

en la elaboracién de néctar.

7.~ La calidad de los productos analizados es buena en-
relacién a la contaminacién con patulina. Considerando los -
niveles en los cuales ejerce sus efectos téxicos, su inges--

tién es précticamente sin riesgo.

8.- La determinacién de la micotoxina puede emplearse -
como fndice de calidad de la ‘materia prima, sobre todo en el

aspecto de sanidad de los frutos empleados.
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RECOMENDACI]ONES

l.- La calidad de las manzanas y peras utilizadas en los
productos analizados, es buena, pero serfa recomendable-opti-
mizar el procedimiento de seleccién y limpieza de la materia-
prima a fin de eliminar la contaminacién con patulina en el -
producto final. La eliminacibén de la céscara por pelado alca-
lino (75) podrfa ayudar también en este punto por la poca es-

tabilidad de la toxina en pH b&sico.

2.~ En vista del probable amplio rango de susceptibili--
dad individual humana a las micotoxinas (10), es muy diffcil-
estimar la dosis de méxima seguridad de ingestién de éstas. -
Un andlisis més extenso y profundo de los alimentos haré posi
ble elucidar la extensién en la cual la dieta humana estd con
taminada con micotoxinas y per@itiré, mediante correlaciones-
ingestibn-efecto, determinar esa dosis méxima,ademés la conti
nuacién de estudios de este tipo permitird conocer las impli-
caciones toxicolégi?as que pueden originarse de la ingestién-

de productos aparentemente seguros.
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ANEXO I
Interpretacién estad{stica de los resultados.

Los estdndares externos se usan comunmente en la ~~-
prictica analitica. En muchos métodos, el analista usa -
una curva de calibracidn lineal o curva péérén obtenida -
de la medicidn de esténdares,§pat§ estimar la concentra-
cidn de una muestra desconocida; en la cromatograffa de -
lfquidos de alta presidn se realizan determinaciones cuan-
titativas .utilizando una curva de calibracidn donde la =--
respuesta en Area bajo el pico se grafica como una funcidn
de la concentracibn, la linea que pasa por los puntos re-
presentativos se denomina linea de regresifn, esti linea es
una estimacidn de la linea de calibracidén verdadera. Puede
predecirse que cualquier nuevo est&ndar dard una sefial que
caeri en la vecindad de la linea éﬁtenida,uéo necesariamen
te coincidir8 con esa linea,esto se debe'ﬁ éﬁe la lfnea de
calibracifn es un estimado de la linea verdadera y que para
un contenido dado, la sefial de respuesta correspondiente -
no asume un valor fijo sino que se distfibuye-al azar alrede
dor de un valor medio y estaddis;tibuéién no ‘se conoce con
exactitud; en otras palabras la incertidumbre se debe a la
falta de informacidn y a la falta de reproducipilidad per-
fecta inherente al mé&todo. ’

Los puntos mis importantes de la construccidn de una,

curva de calibracidn son:

a) La eleccidén del tratamiento matemdtico para el me-
jor ajuste de la linea recta para los datos de calibracién.

b) La determinacidn del limite de deteccidn.

c) La determinacidn ‘de la confiabilidad de los resul-

tados en base a los datos obtenidos.



El tratamiento matemdtico m&s utilizado en estos ca-=-
sos es el modelo de regresién de una écuacién con el esti-
mador de minimos cuadrados, cuyo principio consiste en la
eleccidn de los valores de los coeficientes de regresidn -
(ayb de la ecua016n y = bx ¢« a ) que minimizén la . suma
de las desv1ac10nes al cuadrado entre los valores observa—

dos y lps estimados de Y: Z e donde e =y - y.
. {.1

La linea de regresidn se calculd en este trabajo por

este método, las ecuaciones empleadas fueron: (2).

La linea de regresidn:

Donde

AT az§ - bX
2 (x, %)

La correlaclén entre el frea y la concentrac1on se mi

didé por el coeficiente de correlacidn lineal r:

xRy, -V
20x %P 2y, -39

(11)

=

Una vez determinada la ecuacidén de regresidn se esta-

blecen varias limitantes; en este punto se han propuesto ==
tres niveles:

a) Limite de decisidn: que eéjla respuestg del instru-
mento arriba del cual una senfal puede ser reconccida lo --
suficiente para ser detectada. Con este limite uno puede -
decidir si el resultado  de un anflisis indica la presencia

o ausencia de la sustancia buscada.

b) Limite de deteccidn: que es el nivel de sefal neto
que puede esperarse que conduzca a la deteccidn, en un pro-
cedimiento analitico dado, es el Limite en el cual puede -

confiarse la deteccidn del analito problema.



c) Limite de determinacidn, el nivel al cual la preci=-
8ién de la medicidn es satisfactoria para anflisis cuanti-
tativo (21).

En ambos lados de la linea de reggesién,'pueden'dibu-
jarse dos limites de confianza, con un nivel de confianza
¢ escogido a priori, El cratamiento matemétiéo fué des--
crito por Working y Hotelling en 1929 (23); la linea de =~
regresidn y sus dos limites Qe confianza representan una -
sintesis gréfica de nuestro conocimiento sobre la relacibn
entre contenido y sefial. Con ella podemos predecir con un con=
tenido afin no explorado rendird una sefial gue éaiga éentro
de la banda de confianza y bhacer esta prediccién con ----
1 - & de probabilidad. En general, la anchura de la banda
de confianza depende de: la dispersidn de las Qeﬁéles para
un contenido dado, el conocimientq que tengamos de esa dis
persidn y el grado de ince;tiduﬁbre sobre ia v;rdadera po-~-
sicidn de la linea de calibracidn, Los limites de con=--
fianga, no representan la dispersidn de las sefiales sino -
nuestra capacidad para predecir valores probables para las

sefiales. (21) (ver gréfica IV de la ‘seccidn de resultados).

En este caso el procedimiento seguido para.la deter-
minacidn del limite de deteccidén y las bandas de confianza

fgé el siguiente:

La linea de regresién (I) se resolvié para una conéen
tracidn de cero para determinar un.érea de pico que es la
esperada para un valor blanco (un valor blanco es.aquel =-=-
gue no contiene la sustancia en cuestidn), este valor co--
rresponde al pardmetro a de la ecuacidn :(I), :se calcularon
los limites de confianza, &stos se derivan de la conside=-
racidn de que cualquier valor y correspondiente a un valor
dado x tiene una distribucidn gadsiana alrededor de. su va-
lor calculado Y, los limites de confianza a cualquier pun-

to x se expresan como:



Y=Y+ blx-%) * t/V(y (III)

t:corresponde a la probabilidad 1 -¢& para los limi-
tes superior e inferior. La varianza de y: V (y) es la su-

ma de la varianza de y més la varianza residual.

Viy) = V(§+ bix -X)+ 0° (1v)
con: 03
2 ,
5= Y V(b) =
2 Tomt V)

La varianza 5‘2 puede reemplazarse pér su estimado Sz

y entonces queda:

y :9+b(x~i)tst/1,1,(x-_§)2 (V1)
N2 xx)

iz}

En particular para x = 0

y:?«b’i*stl/hl, %2 (VII)
‘ n £ (x-%)?

P gl C
Yc es el limite Superior de prediccidn en el blanco

al 99%, o limite de decisién,t se calculd.de las tablas de

t de student con n-~2 grados de libertad y &€ =0.01. YL -

es el limite inferior de prediccidn y esta dado por:

-

y= §eblx, %) -st 1/1* 1, (x-XF (vii1)
L n 2()(; -¥)2
‘El limite'de.deteccg%n.se,calculé por comparacidn de

estos dos limites de prediccidn, los limites inferiores -
de confianza de compararon con-el limite superior en el =-
blanco hasta que se encuentra un limite inferior que fué
mayor. o igual al limite superior de prediccidén en el blanco,
esto se realizd sustituyendo los valores de Xp .en la egua-

cidn VIII hasta que igualaron o superaron el valor de Yc,



el valor de Xp que produjo esto fué Xy el limite de detec-

cibn, grgficamente es mds fAcil visualizarlo:

Y .
A Limite supetior. ' *-

o Lihea de regresion. :

. .- LimiteZinterior.
Pd

X

£ RE B B
La regidn de confianza para la lfinea entera estad dada

por: '!! »
. ¥
_2
asbx2 |2F .“1*. (x; -%) ]szA . (IX)
'u oot St ettt t——
n skf?(£¥“ﬁﬂ
ta 1=

-

donde F se encontrd en las tablas de Snedecor (68) con

U = n-2 gradoa de libertad y & = 0.05, este es el interva-
lo de Working-Hotelling, que es una generalizacidn de lasg -~
ecuaciones (VII)y (VIII), va quéﬁgstgs‘son sb6lo v8lidas pa-
ra un valor preseleccionado de xi; miéﬁtfﬁS‘que este es vi-

lido para cualquiera que sea el ialdr;dg X.

La regiSn de confianza sobre la }inga&;uede estrechar-
se lim:f.'tando el rango de la variable x (C < X1< e ) para -
la cual se requieren futuras predicciones, asi loe nuevos -
valores fueron:

as+bx t LW ( X))



donde L es una constante que se encontrd en la tabla

2 de (28), esta constante L es funcidn del rango escogido
en nuestro caso se encontrd un valor de 0.89 para un inter
valo 0.004< X <« 0.015.

Para el problema inverso, o sea el determinar la con-
centracidn dada una 8&rea, se estimdé el valor de la concen-

tracién x por :

x=Y-a (XI)
b

Y se mantuvo la regidén de Working-Hotelling para la -

1fnea entera.

Para dar resultados de estimacibén de concentracidn -
confiables se usd el método de Lieberman,Miller y Hamilton,
que construye un intervalo de confianza 100P% para la res-
puesta real n basada en las observaciones futuras y da--

das por Y + Zp m’ donde Zp es la desviacidn normal.

Debido a que p se desconoce, el limite superior de --
confianza 100 (1-0Y/2) % estd dado por:

!

2
re -')%-s—- (X11)
2 U, &/,

Donde xu.‘t/z es el valor de la distribucidn chi -

cuadrada ( ) con v = n-2 grados de libertad. Los limites

, Ya
y2Z, us (X111)

A

OF-7X

contendrén el valor verdadero!‘ 100 P% del tiempo y
esta proposicidn estd hecha con 100 ( 1-OX/2) % de con--
fianza (23). (ver diagrama 6)
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