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INTRODUCCION 

La investigación pura y aplicada a la que se debe en 

gran parte el enorme desarrollo actual, nos ha proporcio-

nado métodos para encauzar científicamente su aplicación -

en beneficio del ser humano para mejores condiciones de -

vida. 

Una de las mayores preocupaciones del hombre moderno 

es el problema de la contaminación, situación que se mani-

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

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

Los alimentos no escapan e esta preocupación y se de-

sea proporcionar al consumidor productos libres de substan-

cias nocivas ya aman de origen natural o provenientes de -

las técnicas empleadas en su elaboración, procesamiento, -

recolección y cultivo: sin embargo no siempre es posible -

satisfacer esta condición. El hecho de que algunas de las 
substancias potencial o realmente peligrosas ejerzan sus -

afectos nocivos a muy bajos niveles de concentración difi-
culta su detección, por lo que es necesario emplear técni-
cas analíticas sensible*. Tal es el caso de algunos conta-

minantes de origen natural como son las micotozinas y los 

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

Las micotozinas son metabolitos fungales biológica--

mente activos que poseen estructuras moléculares complejas. 

Mágicamente su estudio se inició con Sergeant, Seridan - - 
O'Kelly y Carnaghan en 1961 con el descubrimiento de la - 

ailatozina y sus efectos tóxicos (lis); aunque ya se cono-

cían algunas enfermedades debidas a los efectos de las mi-

cotozinas, [como es el caso del ergotismo 1, no se les ha-

bida dado importancia, pero con la comprobación de los risa-

los reales y potenciales de estos compuestos sobre la salud 
animal y humana, se hizo necesaria la intensificación de -
los estudios para abarcar todas las facetas de este proble-

ma. sobre todo teniendo en cuanta la gran posibilidad de- 
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contaminación de los alimentos por estos agentes. A esta 

tarea se han avocado organismos de salud pública relacio-

nados con la contaminación de alimentos que han seleccio 

nado varias cicotoxinas en base al daño que ocasionan y -

a la prevalecencia de los hongos productores. Estas mico-

toxinas son: esterigmatocistina, patulina, ácido penictli 

co, miembros del grupo tricoteceno, luteoskirina y citri-

na (figura 1) (63). 

Entre estas toxinas es de especial interés la patu-

lina, por sus diversas propiedades tóxicas i.e: Carcino-

genicidad, Mutagenicidad, Teratogenicidad, Antibiosis y -

otros efectos fisiológicos y el gran número de especies - 

capaces de producirla (tabla 1). Es de consideración 

también su estabilidad al tratamiento térmico en alimen—

tos con bajo pH como es el caso de los jugos y néctares -

de frutas (30). 

Debido a que las especies fungalea productoras de pa 

tulina son contaminantes comunes de los alimentos la pro-

babilidad de contaminación con este compuesto ea alta. lin 

la naturaleza esta micotoxina es producida principalmente 

por el hongo Penicillium expansum que es un patógeno de 

amplio espectro y tiene alta incidencia en la pudrición - 

&D'amagan& y para en poscosecha (44). /ln nuestro país se 

ha detectado una alta contaminación con Penicillium spp -

en el almacenamiento de manzana (1). Se considera que los 

productos de manzana y pera con los mío susceptibles a -

sufrir contaminación por la patulina y aunado esto a la -

gran estabilidad que presenta la micotoxina en dichos 

productos (54, 46), se haca necesaria su cuantificación. 

Por lo anterior el objetivo general de éste estudio --

es la evaluación del nivel de patulina en jugos de manza-

na y néctares de manzana y de pera expendidos en la Cita- 
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dad de *gateo utilizando la cromatografla de líquidos de 

alta presión como técnica de análisis y así poder emitir 

un juicio de calidad de estos productos. 

Para cumplir dicho objetivo general se establecie-

ron los siguientes objetivos eepecificos: 

1.- Seleccionar y optimizar el procedimiento analí-

co para la identificación, cuantificación y con-

firmación de patulina en jugos de manzana y néc-

tares de manzana y pera. 

2.- Comprobar la capacidad de producción de patulina 

de hongos patógenos que comunmente contaminan a 

las manzanas: 

a) Por fermentación em medio de cultivo. 

b) En manzanas infectadas. 

3.- Nuestrear al azar las principales marca■ de ju—

gos y néctares de manzana y pera expendidos en -

la ciudad de México. 

4.- Llegar a resultados confiables haciendo uso de -

métodos estadísticos para emitir un juicio de -

calidad de los productos analizados. 
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Tabla 1 

ESPECIES FUNGALES CAPACES DE PRODUCIR PATULINA 

1.- Penicillium patulum  

2.- Penicillium expanzum  * 

3.- PenicIllium lapidozum 

4.- Peaicilliu■  melinti 

5.- Penlcillium equinum 

6.- Penici11ium novae-zeelandiae 

7.- Penlcillium divergensis 

6.- PenicIllium grizeo-fulvum 

9.- PenicilliuL leucopuz 

10.- Pezioillium  £15122.122 

11.- Penicillium urticae  

12.- Penicillium claviforme 

13.- Kaperqillut clevatue  

14.-.21spergillus siganteuz  

15.- kapergillus terreras  

16.- ylezochlamys  nívea 

* Principal productor de patináis* en la naturaleza. 

Ref. 	(71) 



CAPITULO I 

1.- Generalidades sobre Patulina 

1.1 Antecedentes 

El descubrimiento de la penicilina en 1928 y su intro-

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

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

hombre y su lucha contra las adversidades causadas por en—

fermedades de tipo microbiológico. El gran éxito alcanzado 

en poco tiezpo por la penicilina influyó en la béequeda de 

nuevos antibióticos, ( un antibiótico es un compuesto tóxi-

co a los microorganismos:para que sea un antibiótico efec-
tivo terapeúticamente hablando, debe ■er mis tóxico para -

los microorganismos que para el hombre) asl.pronto se des 

cubrieron la patulina, la citrinina, la griseofulvina y el 

acido penicilico y se establecieron ■us potenciales antibac 

teriales, sin embargo luego se vi6 que los compuestos men-

cionados aran demasiado tóxicos para usarse como medicamen-

tos clasificindose entonces como micotoxinas Use). 

La palabra micotoxina proviene del griego »Tices (hon-

go) y del latín toxicum (veneno) y se usada pare designar-

a los metabolitos fungeles secundarios que causan cambios - 

petolémicos o anormalidades fisiológicas en el hombre y loa 

animales de sangre caliente. La micotoxicosis es la intoxi-

cación del huésped producida por la ingestión de alimentos 

contaminados con !sonaos (711. 

Mista el momento se tienen 3 géneros de hongos que son 

notables en la producción de diversas toxinas: 

aspergillus. 

Penicillium. 

Pusarium. 
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Penicillium y Aspergillus son los dos géneros principales 

de hongos que afectan a los alimentos durante el .dmacena-

miento en el mundo entero (t0). Fusarium es un género que 

afecta a los vegetales en el campo. 

Las especies de Aspergillus producen relativamente po 

cas toxinas; siendo las principales: aflatoxinas, eaterig-

matocistina y ocratoxina, mientras que las toxina:: de Pu--

Sativa son todas derivadas de los núcleos de zearnIs000s o 

tricoteceno. 

Las toxinas con mayor heterogeneidad son producidas 

por la especies de Penicilina y de acuerdo a la L.teratura 

son también las que ■és se producen universalmente ( el 

58-74% de las cepas de Penicillum aisladas de alinentos --

enmohecidos son toxicogénicas). Algunas toxinas do Penici-

lina afin no han sido caracterizadas y se desconoce mucho 

sobra los factores que influyen en su producción. En °cesio 

mis la literatura esté basada en identificaciones equivoca-
das que hacen difícil el hecho de establecer las relaciones 

~rectas entre especies; toxinas y enfermedades :44). 

Las principales toxinas producidas por Penic:Alna spp 

se muestranen la tabla 2. (44). 

Se han registrado 	•arios casos de intoxicación con 

micotoxiaas a lo largo de la historia, pero debido a la 

falta de investigacién y a la carencia de técnica:: pare lo 

cansar al agente causal de la enfermedad no se loa 4i6 

importancia. En las épocas anteriores a 1960 solo muy pocas 

intoxicaciones se relacionaban directamente con los hon 

goa, entre ellas es encuentran las debidas a los basidio-

micetos venenosos como la Amanita ~caria y .11.phalloides 

que aCtMaimente caen dentro de la categoría de micotoxico-
sis. En la tabla 3 se encuentran las principales micotoxi-

comis, lea toxinas y los hongos responsables de la intoxi-

caci6n. Fue hasta 1960, cuando se presenté un caso de afla-
tozicosis en guajolotes, que'se denominó enfermedad X de 
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Tabla 2 

PRINCIPALES TOXINAS PRODUCIDAS POR PENICILLUM 

Spp 

Micotoxina: 	especie; 

Citroviridina 	P. citreonigrus, P. aezynekii  

Citrinina 	P. citrinum  

Cicloclorotina 	P. islandicua 

Acido ciclopiaz6nico 	P. aurantiogriaeua 

Ialaaditoxina 	P. islandicua 

Luteoshirina 	P. islandicum  

Ochratoxina A 	P. viridicatua, P. verrucoium 

Patulina 	 P. expansult, P. viseofulrum  

Acido penicílico 	P. aurantiogriseua, P. puberu7 

Ium. 

Penitrea A 	P. crustosum 

P.R. Toxina 	P. roguefortii  

Mogmefortina 	P. roquefortii 

Ruhratoxiaa 	P. purpurogenua 

encni'lleíne 	P. ruculosua P. aurantiogriseus 

Verruculogeno 	P. janthiellum P. siaplicisainua 

REP. (44) 



Tabla 3 

MICOTOXICOSIS, TOXINAS Y MONGCS RESPONSABLES DE INTOXICA-
CIONES. 

HONGO 

glaviaspa  
purpurJa 
-------- 

7ubarium 
i17$777GIChioi- 
data r. coas 

Stachybotrys  
ASIA 

Pithoayces 
chartarum 

Aspergillus 
flavus 1.21: 
xasitisue 

Tusariut 
nivale 

F " !U 

rumlus lwaal7 
Aearunj. romos 

Penicillium  urti- 
p.M 
Aspergillus oryzae  
var. microsoorme 

laPergillaP gM- 
milLIL 	sima: 112. 
Ihtzoctania 
leguminicola  

Penicillium citreo-
viride. 
P. islandlcua 
P. citrinue 

ENFERMEDAD 

Ergotismo 

Aleukia tóxica 
alimentaria 

Stachybotryotoxicosis 

Enfermedad fotosehsi-
bilizante 

Aflatoxicosis 
(enfermedad x de 
guajolotes) 

Toxicosis de fusariva 

Vulvovaginitis 

Toxicosis de patulina 

Toxicosis de nalta 
germinada enmohecida 

Miperqueratosia 
(enfermedad x de vacas) 

Ptialismo 

Toxicosis de arroz 
amarillo 

TOXINA 

Alcaloides del 
ergot 

Tricotecenoe 

No conocida 

Sporideaaina 

Aflatoxinaa 

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

Zearalenone 

Patulina 

Maltoritina 

Patulina 

Eslaframina 

Cictreoviridina 
luteoskirina 
oicloclorotina 
Citrina 

Ref. t71) 
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los guajolotes, cuando se descubrió que ciertos setabolitos 

fungales producian cambios patológicos en el hombre y los -

animales. En estas dos decádas pasadas se ha demostrado --

que muchas enfermedades de etiología incierta se deben a la 

ingestión de alimentos contaminados con hongos. 

A raíz de este descubrimiento se han identificado nu-- 

■erosas toxinas haciéndose necesaria su agrupación ordena--

da para facilitar su estudio (11 ). 

Es dificil hacer una clasificación de las micotoxinea 

debido a que sus estructuras son muy variadas, sin embatgo, 

pueden agruparse de acuerdo a la ruta metabólica de la que 

derivan, as1 tenemos: 

1) Micotoxinas derivadas de aminoácido* 

2) Micotoxinas derivadas de la ruta del mevalonato 

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

nato. 

4) Micotoxinas derivadas de la ruta de biosíntesis --

aromática (ruta del ácido alquímico) (71). 

Matori (le) propuso una clasificaci6n similar pero li-

geramente modificada. 

Asi mismo pueden agruparse de acuerdo a los sitios en 

los que actúan (órganos blancos): 

Micotoxinas hepatotóxicaa 	(hígado) 

Micotoxinas nefrotóxicas 	(riñón ) 

llicotonínas dermatóxicas 	( piel ) 

Micotoxinas endocrinotóxicas 	(sistema end6crino) 

alcotoximee tóxicas a los órganos reproductores. 
Micotoxinas neurotóxicas 	(sistema nervioso) 

Las micotoxinas son especialmente importantes entre -

las toxinas naturales por 1de siguientes factores: 

1) Los hongos productores de toxinas, están amplia--

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

2) Las micotoxinas pueden persistir en los alimentos 

afectados aán después de la erradicación fungal. 

Estos hechos favorecen la proliferación de micotoxi-

cosis ya sean esporádicas, accidentales, aisladas o bien 

endémicas y epidémicas (71). 

In la figura 2 se presentan las probables rutas da -

contaminación por micotoxinas. 
La patulina se descubrió como un potente antibiótico 

producido por Penicillum expansum  en 1936, después se lo-

gró aislar también de medios de cultivo de Aspergillus --

clavatus en 1942 y Penicillum claviforme en el mismo ano, 

Su nombre actual se deriva del subsecuente aislamiento del 

medio del cultivo da P. patulum sinónimo de P. urticae - 

Wainier por Sirkinshav y Col. en 1943 (47a), en general -

ha sido aislada de varias especies de Aspergillus (Kent 

y Heatley 1945, Malcoman 1944, Weisner 1942), 	de Penici- - 

11um (Birkinsbaw 1943, Chain 1942, 	Kent y Reatley 	1945, 

Wilkens y Harris 1942, 1943) 	y de Gimnoascus (Karow y roe 

ter 1944), como puede verse en la tabla 1. En vista de la 

diversidad de hongos productores de patulina, me le han -

asignado varios nombres, entre ellos: clavicina, clavifor-

mina, expansina, penicidina, ■icoina C3 , leucopina y ter-

cisina (47). 

Se utilizó, a la patulina como remedio para los res -

fijados en 1943 (47a) y como un antibiótico para el trata-

miento de las infecciones micóticaa de la piel en 1945 4E, 

(47b). Se realizó el primer estudio sobre la toxicidad en 

1947, se determinó su estructura química en 1949 (Woodward 

y ging») y se confirmó por la síntesis articifial en 1950 

(36). 

La ruta biosintetica de la patulina fue estudiada -- 
N 

originalmente por Birkinshaw en 1953 y continuada por -- 
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EnrensUard (1955), Builock (1958), Tanenbaum y Basett - - 

(1959),Bui lock (1965), Scott y Yalpani (1967), Forrester 

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

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

y Gaucher (1978) (12,59). 

En 1966 se realizó la producción experimental de ván 

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

al interés inicial (como antibiótica) en la patulina dis-

minuyó pronto debida a su alta toxicidad confirmada en --

1967 (12a). 

La patulina se ha relacionado con hiperkeratosis y -

otras toxicosis de Aspe=gillus (1953-1961) en becerros en 

U.S.A. (10). Se han reportado varias intoxicaciones de ga-

nado por ingestión de alimentos contaminados con hongos -

productores de patulina, una de estas fué registrada en -

Japón (35), la contaminación de ■alta con P. urticae pro-

dujo la muerte de vacas lecheras por hemorragia en Kobe -

Japón en 1968 (71), en Alemania la intoxicación de ganado 

con malta germinada contaminada con AsEargillus clavatus 

se relacionó con los efectos tóxicos de la patulina (71). 

La patulina puede presentar un riesgo potencial si -

es ingieren productos alimenticios contaminados por esta 
substancia. A raíz de las evidencias obtenidas de sus efec 
tos carcinogénicos (10a) y mutagénicos (35) y de su presea 

cia en alimentos comerciales (55) se ha dado gran énfasis 
a los métodos analíticos para la detección y cuantifica—

ción de esta micotoxina. 

Se utilizaron métodos microbiológico, para el análi-

sis de la patulina basándose en sus propiedades antibióti-
cas contra bacterias Gram positivas y Gram negativas así -
como contra algunos hongos que son sensibles a la patulina, 
entre los microorganismos utilizados están: Bacines subti-

lis, Escherichia coli y Staphilococcus aureus en 1944 y - 
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1945, con el método de estría en placa, S. aureus y Bac-

teriusi coli en 1947 con el método de la placa cilíndrica. 

con estos métodos la potencia se roedla coco la más alta 

dilución de la substacnia que evita el crecimiento del mi-

croorganismo. 

Se han ideado técnicas para cuantificación en térmi- 

nos de pg utilizando Agrobacteriu■  tumefacians con un lí-

mite de detección de 2-3 pg/ml en 1955 y Bacillus subti-

1112 (4 pg/sl) en 1947 usando métodos turbidimétricos y 

de dilución respectivamente (65a, 65b). 

En 1975 se desarrolló un método cuantitativo para su 

determinación utilizando Bacillus  segateriun, microorga—

nismo que había sido usado previamente para el análisis 

de aflatoxinas en 1966 y 1968 y pera ocratoxinas en 1969, 

en este método se encontró una buena correlación entre 

halo de inhibición del crecimiento y la concentración de 

patulina, con una exactitud coaparable a otros métodos no 

microbiológicos, pero menos sensible (651. 

Otros métodos incluyen técnicas basadas en la croes-

tografía de capa fina para la deterainación de patulina, 

aplicándose a diversos alimentos susceptibles de contaai-

nación con la toxina: en carne y productos .  cárnicot en --

1971 y en pan en 1972 (52), en granos en 1970 (45), en ju 

gas de frutas y harinas en 1968 y 1973 ( 54, 56) y se_1974 

. •n jugo d■ manzana en un estudio de colaboración con va-- 

rios laboratorios (57). 

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

como el método oficial de la asocímeilin d. Quí-' --- 

listas Oficiales (101C) en 1974, pero en 1975 Cogley en—

contró que algunos jugos de *antena contenían substancias 

que interferían en la determinación de patulina por este 

método, entre estas substancias se encuentran la escOpole-

tina (62) y el 5 hidroxicetil furfural (72), por lo tanto 

se encaminó la investigación a técnicas analíticas que eli- 
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minaran estas interferencias presentes en loa jugos de -

manzana mencionados, empleando la 2,4 dinitrofenil hidra-

zinc para formar el derivado con la patulina en una micro 

columna y la posterior cuantificación por la absorbancia 

a 375 nm en capa fina (62). 

En 1979 (60) se propuso un método utilizando una ■es 
cla de alcohol iaopropflico-acetato de etilo para la ex--

tracción y cromatograffe de capa fina, utilizando acetato 

de anilina como relevador y cuantificando por densitome--

tría obtuvieron un limite de detección de 0.004 pg, menor 

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

Posteriormente ■e probó la cromatograffa en capa fina 
bidimensional para eliminar interferencias en jugo de fru-

tas en 1979 (64) y en 1980 (42). 

Lo■ métodos que emplean la cromatograffa en capa fina 

se han usado ampliamente en estudios de producción, prsasn 

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 alimenticias uti-

lizando la técnica de cromatograffa de gases en 1970 (47) 

y en 1980 (53) entre otros. Se han desarrollado otros mé-

todos, ano de cromatograffa en papel usado fenil hidrasina 

como revelador en 1956, tres métodos colorimétricas (47) 

y otros espectrofotométricos (3,46). 

Las avances adquiridos en la tecnología de cromato--

grafi& de líquidos de alta presión, han hacho de esta téc-
nica U1511 atractiva alternativa para el análisis de ■icoto-

:saee presentando ventajas sobre los métodos contingente - 
utilizadost (TLC),(SLC) Cromatograffa en capa fina y Croma-
tograffa gas-líquido. 

Se han llevado a cabo estudios de determinación de - 

patulisa en jugos de manzana mediante la técnica de cro-

matograffa de liquido* de alta presión en 1974 (72), en pu-

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

(3.). 

Ole ha upado la cromStograffa de gases acoplada a la 

eepectrometria de masas de ion simple de alta resolución 

para determinar patulina en jugo de manzana en 19,1 (64). 

Ir 
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1.2 Aspectos microbiológicos 

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. 

8n general, el 80-90% de las pudriciones totales de 

manzana •n post-cosecha se deben a Penicillium spp o mo-

ho astil (1), las especies de Penicillium que son producto-

ras de patulina causan el 66% de las pudriciones de maese 

na durante el almacenamiento (42). La especie más impor—

tante es Penicillium ezpansum Link, hongo patógeno que --

causa pudriciones durante el almacenamiento en peras y --

manzanas (44), todas las cepas aisladas de P. expanzum, -

da diferentes frutas huésped y en diversos palees produ-

cen patulina aunque en un amplio rango de concentracio—

nes (61,74). 

En nuestro país se han efectuado estudios para -

observar la incidencia de estos hongos en el almacenamiento 

de manzana, uno de estos estudios (1) indica que el 75% -
de lee pérdidas son de origen bi6tico de las cuales el 52% 

del total de pérdidas y el 69% del total de pudriciones se 

debes a Penicillium spp, no se ha enfatizado en la carac-

terización completa de estos hongos. 

En ocasiones P. enmangue produce hasta 17.7 mg de pa-

tmlina/mansana dependiendo también de la susceptibilidad 
de le variedad, del estado de maduración del fruto y de la 
cepa funge' además de otros factores ambientales importan-

te. (64) 

Penicillium expensan es capaz de penetrar en el teji-

do del fruto por vía lenticelar, pero es más común que lo 

Invada por fisura. en la cáscara canead/he por dales !mecí_ 

micos o de insectos (44), la pudrición ex blanda de color 

café claro, de olor y sabor característicos, en estado -

avanzado se desarrolla un polvillo aró' verdoso en la su-

perficie (1). 
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Esto hongo es ca az de crecer sobre manzanas y peras 

adn bajo condiciones de refrigeración a O'C (el) y de - 

atm6sfara controlada ( 1% de bióxido de carbono, 3% de ox! 

geno, 96% de nitrógeno, 90% de humedad relativa y a O'C), -

produciendo patulina en el tejido afectado a niveles signi- 

ficativos después de 3 a 6 meses de almacenamiento, la -- 

atmósfera controlada no limite la capacidad de P. expansum 

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

lación de patulina a aproximadamente la quinta parte de la 

encontrada en frutos incubados en condiciones 	atmósferi-

cas no controladas (32). 

1.2.2 Producción de Patulina 

La producción de patulina está ampliamente distribui-

da' encontrándose en gran variedad de alimentos, principal-

mente frutas, ain embargo Stott y nulleraen en 1975, indi-

caron que solo se localiza naturalmente en u/Antenas. peras 

y sus derivados 4460). 

La producción de patulina en alimentos por un micro--

oryanisno capas de producirla depende de la temperatura, - 

tamado de la lesión y materia huésped, tanbién varia entre 

cepas aisladas de diferentes huéspedes (al) y otros factores 

ambientales. Entre los elementos más importantes se *acusa-

traa la temperatura y la potencialidad del alimento pasa 

soportas la producción de la toxina (ES). 

Para determinar las condiciones óptimas de producción 

de patulina se han usado medios sintéticos, cklicontrIndose 

que el caldo de papa dextrosa es el que da mejores remdi- 

entos de patulina cuando se usa Penicillum urticae ----

Saiaies: 2.7 mg/m1 a 25•C por dos 24111~1111 (40). tanto la 

castidad como la calidad de las fuentes de carbohidratos -

T de nitrógeno influyen sobre la producción de patulina, -

la glucosa estimula su proaucción (*e), edwais es mí, --

efectiva que la lactosa para incrementar el remdi- 
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miento de patulina, obteniéndose poca producción cuando 

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

sustratos altamente protéicos, como el queso, no favor.--

cen la producción de patulina (41), el extracto de levadu 
ra y el liquido de maceración del maíz disminuye su pro—

ducción (66). La terminación de los nutrientes nitrogena-

dos estimula la biosíntesis de patulina (58) y su produc-

ción se halla también limitada por la incubación a bajas 

temperatura (figura 3), sin embargo P, ezpansu,  y P. pa-
tulus producen cantidades considerables de patulina a --

0-5*C (61). 

Una alta concentración de calcio también inhibe la - 

bioeintesis de patulina (58). 

1.2.3 Biosíntesis de Patulina 

Los hongos son organismo' heterotróficos, utilizan -

una fuente de carbono orgénica para poder efectuar su me-

tabolismo, principalmente carbobidratadosque son ~abolí 

Lados a CO2 y 82
0 como productos finales a través de va--

rías rutas metabólicas. Algunas de las més importantes son 

la ruta de Embden-meyerhof Parnas para la glucésis, el ci-
clo de las pentosas fosfato para al metabolismo de las pan 

tosas y el ciclo de rrebs para el metabolismo de los deri-
vados metabólicos de carbohidratos y de los écidos tricar-

bomilicos. 

Oe forman muchas clases de metabolitos durante la sin 

tesis de los componentes químicos escenciales y durante los 
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ca para llevar a cabo las reacciones de síntesis. Tales -

reacciones son esenciales en los organismos vivos y se lis 
man colectivamente 'metabolismo primario' por conveniencia, 

el metabolismo primario en los 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 Convierten completamente a CO2, H2O sino que se - 
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transforman en varios metabolitos intermediarios durante 

el proceso metabólico. Ciertos azocares, ácidos orgánicos, 

aminoácidos, compuestos aromáticos etc., son considerados -

como " metabolitos intermediarios" comunes y a partir de -

estos se forman los llamados "metabolitos secundarios", a 

tales compuestos se les conoce también como productos natu-

rales. Al contrario de los metabolitos primarios que son co 

munes a muchos organismos, los metabolitos secundarios son 

característicos de organismos particulares. Por ejemplo, el 

color característico de algunos organismos se debe a metabo-

litos secundarios. AunqueaÚn poco conocido el significado -

de los metabolitos secundarios, estos productos pueden ser 

tóxicos o exhibir una actividad fisiológica característica 

hacia otros organismos, entre estos se encuentran las mico- 

toxinas. Como 	se ha descrito ( Pág.10) se ha clasifica-

do a las micotoxinas de acuerdo a la ruta metabólica por -

la que se biosintetizan, la patulina se encuentra dentro -

de las que se producen por la ruta del acetato-malonato --

(71), se ha comprobado que el acetil Cok se une con la ma-

lonil -Cok para producir ácido 6-metil ealicílico y este --

puede transformarse en patulina, por lo que también se le 

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

La ruta metabólica propuesta para la patulina ha sido 

estudiada profusamente, incluso se ha considerado como un 

sistema modelo de la biosíntesis policétida y de la biosín-

tesis de metabolitos secundarios en general, los iltimos -

reportes publicados han elucidado los pasos de esta vía en-

contrando incluso algunos cofactores que se involucran en -

las reacciones enzimáticas ( 12, 59). 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 (SO) corres-

ponde sólo a la porción post-gentisaIdehldica, la perciba -

inicial fui propuesta por torrester y Gaucher (11). 
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1.3 Propiedades físicas, químicas y estabilidad 

1,3.1 propiedades físicas y químicas 

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

C) Piran 2(6H)-ona), C7H604, es una lactona heterocíclica - 

C9insaturada, estable en ácidos diluidos y lábil en álca-

lis ( 3, 42). 

La estructura de la patulina es: 
O 

oH 
111 peso molecular de la patulina es; 154.12 daltony su 

análisis proximal; C:54.55% E: 3.93% y 0:41:52t.Son pris—

mas compactos o placas delgadas a partir de eter o clorofor-

mo con punto de fusión de 111*C. 

Es soluble en agua y algunos solventes orgánicos excep-

to ¿ter de petróleo. Muy soluble en acetato de asilo o de -

etilo siendo este áltimo un solvente eficiente para la ex--

traccien de la patulina en solución acuosa t3gi 

Cristalizaciones repetidas en eter, benzeno, cloroformo, -

alcohol o acetona transforman a la patulina en un material 

amorfo insoluble en todos estos solventes así coso en agua y 

ácido acético glacial (ea). 

La patulina tiene actividad óptica nula y su 1117 	- 
RCCI 

„111114X 	3 a 276.5 nm, observándose un cambio en el espec- 

tro de absorción cuando agregamos a la solución de patulina 

502, presentándose 2 bandas nuevas de baja intensidad a 238 

na y 309 ne: fisura 7 (14), Loa valores de infrarrojo - 	- 

( é man 8CC1
3 

cm-1  : 3580, 3025, 1780, 1755, 1680, 1630, -

1410, 1260, 1160, 1096, 1057, 1035, 998, 970, 922, 875, 852, 

826, 808) y en espectroscopia de masas (154 (a1 , 32.9), --

136 (22.3), 126 (45.3), 110 (85.3), 97 (22.4), 82 (39.9), -

55 (100) ). 1583 
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X1 espectro de masas de la patulina ce aueatra en la 

figura 8, y 411G valores de resonancia magnetica nuclear -

asignados se muestran en la figura 9. 



25 

1.3.2 Estabilidad 

Su importante conocer si la patulina es estable en - 

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

nas blanqueadas etc., bajo condiciones en las cuales ellos 

se almacenan y procesa. 

Una vez producida la toxina en el alisentos,la esta-

bilidad de la misma será el factor determinante para saber 

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

éste un índice para establecer el peligro real o potencial 

de la contaminación. 

De acuerdo a la naturaleza del alimento son tres los 

factores que influyen en la estabilidad de la patulina: el 

01, los grupos sulfbidrilo (SH) en el alimento y la canti-

dad de agua (Av), y de acuerdo al proceso que sufre el ali-

mento: el tratamiento térmico, la adición de preservativos 

como el SO2 
y la fermentación. 

La patulina es estable como antibiótico en: suero, pus 

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

sus propiedades después de un largo período de permanencia 

en solsci6n acuosa: figura 5 (46). 

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

destrucción proporcional de la patulina. 

Al adicionar patulina en alimentos ésta desaparece en 

varios de ellos atribuyéndose esta desaparición a la reac-

ción que presenta con los grupos SE de los aminoácidos 

dimm 1.1e. prhtmlflOO (4) : SO ha ~narrada par cija.- 	 - - 

plo que en el jugo de naranja existe una rápida destrucción 

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

sueles presentes de compuestos SH en el jugo (0.02-0.03 -

a moles de grupos 511/100m1 de jugo) (54), mientras que la 
estabilidad de la patulina en jugos de manzana y uva pueda 

ser atribuida a los bajos nivelas de grupos SE presentes -
en el jugo (0.003m moles de grupos SH/ 100a1 de jugo) (54). 
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Cuando se agrega cisterna a una solución de patulina -

rápidamente se torna ácidao de color amarillo, el pa descien-

de de 6.5 ■ 2.5-2.6 y hay precipitación de material insolu-

ble. 

Lo■ resultados indican que un mol de patulina reaccio-

na con ale de un mol de cisterna, existiendo un incremento 

en la velocidad de reacción si se agrega una bese a la solución 

( 4 ). 

al mecanismo de reacción entre la patulina y los gru—

pos la es complejo y puede ser postulado sedienta la adición 

tipo alichael del grupo SR al doble enlace de la lactona Ce, 

• insaturada de la patulina (4 ). 

Se propone para la reacción de adición d* cisterna y 

glutatión la siguiente forma: 

Radical cistelna : R 1-5-
Radical glutatión i k-- C-5- 

CSH 
♦ GSH 

  

(42 ) . 

Sin embargo la reacción de la patulina con la cisteloa 

ao resulta ser tan simple como el esquema anterior lo de--

maestra, ya cine se han obtenido varios productos de reacción, 

cuyo aGmero dependo de las condiciones en las cuales se lle 

ve a cabo dita. ■asta si momento no se han aislado ni caree-

tensado mingmmo de los adustos reseltantes de la reacción 

cistelme- patulina (4, 27) . 21 intento por separar e idea 

Micas estos compuestos &ciclos por cromatografta en columna 

y cromatograffa de líquidos de alta presión, así como por - 
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eipectrofotoraetrla de infrarrojo y resonancia magnético 

nuclear dieron resultados negativos (4 ). 

Sin embargo estudios recientes reportan que estos pro-

ductos ácidos (desconocidos) tienen poca toxicidad (101) (27). 

La estabilidad de la patulina se ha estudiado en gra-

nos,observándose que su concentración disminuye con el tiem-

po después de la adición, encontrándose que la cantidad de 

agua libre ()ir) influye en la velocidad de reacción entre 

la toxina y los grupos SH, posiblemente por su acción co-

mo solvente (15). 

Se considera a la patulina inestable en maíz hGmedo,-

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

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

seco: figura 6.. ( 46, 30, 18. 41 ). 

Wiesner en 1942 fue el primero en reportar la estabi-

lidad térmica de la patulina en solución acuosa (30al,pos-

teriormente se encontró que en la velocidad de destrucción 

térmica de patulina en soluc,ón acuos., influye eI pH como 

parámetro fundamental. 

En la tabla 4 se muestran 1:s parámetros de destrucción 

térmica (valores D y 	en función del pH, para establecer 

la cinética de destrucción de la atulina, los datos mues-

tran que la patulina es resiste:?:,e „, la destruczicin térmica 

a todos los valores de pH desde 3.5 a 5.5 indicando que la 

patulina es más estzble en solucione:, ác,idas (30). 

En los jugos de uva y manzana en cLr.diTiones normales 

flash de pasteurización (90*C por 7.9 seg. o a 70°C mor 20 

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

80sC durante 10-20 min o a 100*C por 15 min a un pH de 2 

(54) y mediante el proceso de despectinización en rancaras 

calentando a 87-89•C se reduce el contenido de pztulinaselo 

ea ua 20% del contenido original (67). 

El SO2 se ha utilizado como un agente químico en la - 



28 

Tabla 4 
Parámetros termicos de inactivación 

de la patultna 

CONCENTRACION 	!AL 	DE 
t 100 - 1SO >Veta ) , 

PATULIWA : 

temperatura valores "D"(min) 

('c) pH 3_5 pH 4.5 pH 5.5 

105 1058 695 167 

110 744 444 109 

115 527 334 71 

120 378 236 48 

125 268 167 33 

valores-Z° 	33.4 	31.6 	2 7.7 

"D" DISIPO IRICSSARIO PARA RIOUOR LA CONZENTRACIOPI 

D! PAULINA A 1114 ilo 

e'r *AMO OS TZNPIRRATURA IN .11 CUAL SE PROOOCE 

TINA IttOUCC1011 DE es Y. or 
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preservación de alimentos, se afirma que 11 afinidad de la 

patulina por el SO, tiene poco alcance a concentraciones - 

por abajo de 200 ppm mientras que a 2000 ppm se combina con 

la patulina en un 90% (3 ). 

La reacción de la patulina con el SO2 
en solución acuo-

sa involucra la adición del ion (HSO3
) al sistema de lactona 

conjugado en forma similar al postulado para los compuestos 

con grupos tiol, aunque es posible también que el grupo HSO3 
se adicione a la función aldehtdo del enlace hemiacetal de -

la patulina (4111). 

/el entonces se proponen dos tipos de reacción del SO2 
con la patulina: 

a) Reversible; reacción de la función aidehldo del ani- 

llo hemiacettlico para formar el típico carbonilo hidroxisul-
r 

fonado. 

b) Irreversible; cuando ocurre una reacción con la doble 

ligadura conjugada de la lactona y la consecuente apertura -

del anillo (3). 

La patulina disminuye su contenido cuando las levaduras 

actéan fermentando el jugo de manzana; cerca del 901 del con-

tenido de patulina desaparece durante la fermentación (1). 

Louett y Col (31) encontraron que la extirpación cuidado-

sa del tejido enfermo de manzanas infectadas con hongos produc-

tores de patulina, disminuye el contenido de ésta en un 93-994-

independientemente de la temperatura de incubación, la cepa fun 
gal y la variedad de manzana. 
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1.4 Propiedades tóxicas de la patulina. 

Para investigar los factores tóxicos se hacen experi-

mentos de actividad biológica denominados bioensayos, que 

son determinaciones de la potencia de un determinado agente 

por medio de un indicador biológico. El indicador biológico 

es la respuesta medible provocada por el agente en cuestión 

en un organismo o tejido. Se han empleado numerosos indica-

dores biológicos para probar la toxicidad de las micotoxi-

nes, entre ellas se tienen organismos (animales de experi-

menLación), órganos o tejidos aislados y microorganismos --

(70). 

En las investigaciones usando animales de experimenta-

ción se analizan loa efectos externos y diferentes órganos 

histológicamente al administrar la toxina por diversas 

vías. El desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos 

ha provisto al toxicólogo de una arma sumamente importante, 

ya que proporciona un material biológico simple para la de-

tección y estimación de los efectos tóxicos, el agente tóxi-

co puede ser analizado directamente con detalle en el medio 

ambiente simple y cuidadosamente controlado del cultivo de 

tejido. Los microorganismos son especialmente adecuados pa-

ra mostrar los posibles efectos mutagénicos de la toxina ya 

que pueden observarse cientos de generaciones en un corto-

plazo (11). 

Para el estudio de la toxicidad de la patulina se ha 

hecho uso de los indicadores biológicos mencionados en los 

parráfos anteriores y a dado lugar al descubrimiento de las 

siguientes características tóxicas: carcinogenicidad, muta-

wanicidad, teratogenicidad, antibiosis, fitotoxicidad y otros 

efectos metabólicos y fisiológicos. Con estos estudios se 

han establecido los valores de LD
50 

para varios animales de 

experimentación per diferentes vías (tabla 5). 
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Tabt4 5 

Valores de LD'0  5 

LD
50 

de patulina para diferentes especies. 

Especie 	Vía de admi- 
nistraci6n 

Ref. 

32.5 mg/kg Ratas Sprague Davley oral 14) 

25 mg/kg Ratones sacho INRI oral (31) 

25 mg/kg Ratones oral (71) 

170 mg/kg Gallos White Leghorn oral (10) 

00,7 mg/kg Imbrión de pollo sin 
incubar 

saco de 
aire 

(4) 

2.35 mg/kg $abri6n de pollo de 
4 días de incubación 

saco de 
aire 

(4) 

5 mg/kg Ratas Intrapa- 
ritonsal 

(14) 

10 mg/kg Ratón Subcutlaeo (71) 

0.3-0.7 sg/kg Rata y ratón Intravenosa (4$) 

10.4 sg/kg Perros oral (45) 

* Dosis da patellna que mata al 50t de los animales de ex-

perimentación. 
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1.41.1 Carcinogenicidad 

En los estudios de toxicidad crónica de las micotoxi-

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

1966 Dickens y colaboradores realizaron una evaluación de 

los compuestos que contienen una estructura lactónica y --

sus posibles propiedades carcinogénicas, varias micotoxinas 

entre ellas la patulina indujeren carcomas locales en ratas 

por adeinistraci6n subcutánea en un periodo prolongado de •x-

perimentación, la patulina tiene una potencia carcinogénica 

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

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

carcinogénicos aparentemente porque estos animales son resis 

tente* a la ingestión de la micotoxina (71), en pollos ■e --

han inducido lesiones hepáticas por ingestión prolongada de 

patulina (71). 

1.4.2 Nutagenicidad 

Las propiedades mutagénicas de la Patulina se han de-- 

■ostrado mediante el uso de microorganismos y cultivos de -

células de tejidos animales, vegetales y humanos. 

La acción ■utágena de la patulina se debe a la inacti-

vación o mutación del material genético. Estos efectos se -

han investigado detalladamente, entre los más notables en—

contramos que: la patulina inhibe la división celular, la - 

divisibn nuclear o ambas en bacteriaso plantas y cultivo de 

tejidas (3$), principalmente en la mitosis (25): en la mi—

tosis de huevos de salamandra ha causado ruptura cromosomal 

(e) (71); y alteración de los husos aitinicos 	); inhi- 

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

perimentos con precursores marcados (10) (1$), a un nivel 

de 100 Aig/m1 inhibe la síntesis de RNA en un 30% en el nú—

cleo de hepatocitos de rata, este efecto puede explicarse -

por la inhibición de las enzimas RNA polimerasa I (3l de - 

inhibici6n), de la AMA polimerasa II (87% de inhibición) -

y de la IZA hibridasa (62% de inhibición con 50 pg/ ml) - - 
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(71), Con esto se afecta el proceso de transcripción en la 

síntesis de proteínas. También inhibe el paso de elongación, 

y probablemente el paso de iniciación fan el proceso de trena 

Loción de la síntesis de proteínas en células de Hela y de 

Chang de hígado humano y en lisado de reticulositos de cone-

jo (11). Se ha observado la inhibición de la síntesis de --

proteínas en vivo, aunque este efecto puede deberse al impe-

dimento del transporte de aminoficidos a través de la membra-

na, que produce la patulina (1e). Otro afecto de la micotoxi-

na es la inducción de un alto porcentaje de células poliploi-

des de leucocitos humanos cuando se exponen a niveles de 

0.54 pg/ml (71). 

En forma general, los efectos tóxicos y mutegénicos de 

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

las células tratadas (36). 

1.4.3 Teratogenicidad 

Otro de los efectos tóxicos que puede ejercer la patu-

line es la teratogenicidad; son pocas las micotoxinas que -

han demostrado ser teratogénicas: las aflatoxinas, ocrato--

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

El principal indicador biológico empleado para demos—

trar esta propiedad ha sido el embrión de pollo en distin-

tas etapas de incubación. Los efectos teratogénicoa se presen-

tan primero en los huevos incubados por 4 días, que en -

los no incubados, la dosis para producir anormalidades es -

menor, para los embriones de 4 días (1-2 pq/huevo)que para los 

no incubados (10)ug/huevo). El por:enfaje de embriones que 

muestran efti.A.Qa teratogénicoe ea alto (47% de 

vivientes; indice de supervivencia 64%) a un nivel de 1 *q/ 

huevo. Los efectos observados son variados pero predominan 

el pie deforme, el tobillo volteado, los embriones son más 

pequeños que el testigo ( 1:1.9) en casos aislados se pre-

sentan exencetana, exoftalmia y picos cruzados deforme, - 

( 4 ) 



No se han observado efectos teratogénicos marcados -

por ingestión de patulina, salvo algunos casos de disminu-

ción de tamaño en la generación subsiguiente en ratas ali-

mentadas con alimentos adicionados de patulina (S) (12). 

1.4.4 Propiedades Antibiótica' 

Las propiedades antibióticas de la patulina fueron las 

que condujeron a ■u descubrimiento (aa). Es un antibiótico 

potente que afecta a todo tipo de bacterias independiente-

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

nos hongo,. Su principal efecto radica In la inhibición -

de la respiración aer6bia. Su toxicidad es mas notable a -

loa microorganismos en la fase exponencial de crecimiento - 

(Ni). 

A sus propiedades antibiótica* se deben probal,lements 

algunos de los efectos tóxicos encontrados en la administra 

ció:1 oral de la patulina a ratas, como se discutirá poste—

riormente ( S ) (Pag. 42). 

1.4.5 Pitotoxicidad 

Se ha sugerido que la patulina juega un papel importan 

te durante la acción patógena de Penicillua ~anon,  en las 
frutas que infecta (41). Así como la filostina, precusor de 

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

vocan marchitamiento de las hojas de trlihol cuando lo infec 

ta Phyllosticta spp (55), la patulina ha mostrado su titoto-

xicidad en replante de manzanas y en el crecimientc, de tri-

llo. (41). 

1.4.6 Otro■ efectos metabólicos y fisiológicos. 

La patulina cansa la inhibición de numerosas mimas,-

im vitro o in vivo, entre ellas la adenosin trifosfatasa de 

eritrocito. humanos (14). Otras enzimas afectadas son : 
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1.; La adenosin trifosfatasa Mg 	dependiente Na+ K+ esti- 

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

la aldolasa y la deshidrogenas',  15,-.1-4,-- a de mIsculo de cone-

jo (43 ), la deshidrogenasa alcohólica de levadura , la des-

hidrogenasa succInica, la carboxilasa, la oxidara de WADP - 

(14), la transaminass sérica del ac. glutímico-oxálalacetato 

de ratas (vía oral) (14), y enzimas de la respiración acto- 

bia (35). 

Los valores de LOSO (concentración de patulina reque-

rida para disminuir en SO% la actividad enximétice) ea pre-

sentan en la tabla 6. 

Asimismo afecta algunos procesos celulares a nivel de 

membrana como la absorción de glicina en reticulocitos, pre 

sumiblemente por unión de la micotoxina con el centro de en-

lace de la glicina en las membranas del reticulocito (71 ); 
al transporte de aminoácido, a través de la membrana (15)  y 

la absorción del potasio en eritrocitos humanos (93). 

En pruebas de contacto con patulina se producen edemas 

internos y una capa keroidea en el sitio de reacción en teji 

do dérmico de hombre y de conejo (71). 

Las ratas inyectadas con patulina subcutánea o intrape-

ritonealmente sufren de edema pulmonar, hemorragia interna -

y congestión de capilares de hígado, halo y riñones, eleva-

ción de la glucosa sanguínea, edema y degeneración de la --

corteza cerebral y reducción de la cuenta de linfocitos (43) 

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

bral y suerte (43), así coso la producción de tumores en el 

sitio de aplicación ( la, 71). 

Al administrar oralmente patulina a pollos se observó 

el siguiente patrón tóxico: apatía después de una hora de - 

la admimistración, a las ar,(70. hov.e, 	pre=cnts acuaIilación 

da fluido en la cavidad peritoneal y el buche acuoso, en el 

periodo entre 16 y 48 hras., se encontró intensa hemorragia 
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en el traclu jigestivG, partY:-11?trI,Ic.rt E-r1 proventri'culo, -

molleja e intestino (29). 

Cuando se administra oralmente la patulina (1.5 mg/Kg) 

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

tracto gastrointestinal ( a, 2r) 	se observa un marcado -

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

Mais ingerida y disminución del Indice de preñez (e). 

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 ingestión se excreta el 35% de la 

radioactividad en orina y heces, un 1-2% se elimina como 

CO2' de 2-3% permanece en los tejidos y en la sangre por 

mía de 7 días. 

S1 principal sitio de retención y persistencia de la -

radioactividad son los eritrocitos, como consecuencia el -

hígado, el bazo, el riñón y los pulmones son posibles si—

tios de acumulación. No se detectó patulina intacta en la 

orina o haces, por lo que es posible que la radioactividad 

detectada en los eritrocitos se deba a fragmentos metabóli- 

cos o a metabolitos conjugados a componentes celulares 	- 

( 7 ). 

Los síntomas en perros después de una (lamia oral de - 

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

diarrea, hemorragia pulmonar, edema y hemorragias lubina-

les del tracto gastro-intestinal. Las Urgís subletales no -

afectan drásticamente a los pulmones ( 45, 44 ) . 

En primates la administración oral de patulina produce 

une disminución de la actividad de la fosfatasa alcalina sé-

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

comida adicionada de patulina a niveles de Smg/Kg que puede 

deberse a que los monos (Macaca nemestrina) reconocen el 

sabor de la patulina y lo asocian con una tvnáiSn física 

un sabor desagradabl 114;. 
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Tabla h 

Valores de ID50  de patulina para algunas erzimas y procesos 

celulares. 

ID50 

3.6 x10
-4 /4 

1.3 x 10
.3 

N 

2. x 10-4  M 

1 x 10
-5 

M 

1.7 x 10
-5 

 M 

6. x 10
-6 

M 

1.7 x 10
-s 

2 x 10
-4 at 

3 x 10-4 M 

1.3 x 10
-5 

N  

Enzima o proceso celular 
	Ref. 

afectados. 

Translación (síntesis de proteínas) 	(11) 
en reticulocitos de conejo. 

Transcripción (síntesis de proteínas) 	(VA; 
en reticulocitos de conejo. 

Transporte de aminotcidos a través 	(VI) 
de membrana 

Translación y transcripción en cé-
lulas Hela 

Síntesis de proteínas (40% de inhibí- 	(te) 
ción) en células de Chang de hígado 
humano. 

Replicacl6n en células Hela 	(MB) 

Síntesis de RMA (60% de inhibición) 	(VI) 
en células de Chanq de hígado huma-
no. 

Absorción de glicins Ha*  dependiente 	(71)  
en reticulocitos de pollo 

Adenosintrifosfatasa Me
++ 

dependien- (43) 
te de cerebro de ratón. 

Aldolasa de músculo de conejo. 	(TI) 

• Concentración de patulina necesaria para inhibir la actividaá 

emeimitica o proceso celular en un 50%. 
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1.4.7 Mecanismo de acción de la patulina 

existen varias hipótesis sobre el nodo de acción de la 

patulina. Varios grupos de investigadores han propuesto que 

la patulina reacciona químicamente en los grupos sulfhidrilo 

de los sistemas enrimiticos o metabólicos vitales. El proce-

so involucra una adición tipo Micha. ya especificada en la 

sección 1.4.2, observaciones posteriores han demostrado que 

la patulina reacciona muy lentaientecmc la cisteina y que --

la reacción requiere altas concentraciones, esto parece con-

tradecir seta proposición. 

Polenta se ha encontrado que no ocurre reacción entre -

la patena& y la glicereldehldo-3-fosfato deshidrogenase que 

tiene grupos #11 en su centro activo (46, 4, 19 ) . 	Sin - 

mmbargo parece ser la explicación mas congruente del efecto 

da la patulina sobre las entinas y otros procesos celulares. 

Con los estudios de la ruta metabólica que sigue la pa-

tullas en ratas (Y), se encontró que no habla excreción da 

patulina intacta, por tanto se postuló que cualquier efecto 

tóxico encontrado en animales después de la administración - 

oral de la micotoxina puede deberse a algen(gs) 	producto(s; 

biotransformadot s) &én sin identificar. 

Algunos investigadores han propuesto que la patulina -

se transforma en solución •n el agente tóxico verdadero «Ml, 

pero no se ha probado tal hecho. 

Por otro lado, el efecto antibiótico de la micotoxina-

sobre la flora gastrointestinal normal puede provocar un so-

brecrecimiento de las bacterias productoras de gas en el in-

vestíais, lo cual explicarla el problema de distensión gaseo-

sa del tracto gastrointestinal en la administración oral de 

la patulina ea ratas (5 ). 

MI efecto biológico de la patulina puede modificara, en 

~AD de la especie (tabla 5) y dm la acción sinergista de 

otras micotoximas especialmente la citrinina y el leido pe- 
Will que ~producirse a la vez en manzanas infectadas con 

tiwlcillísm wipau~  en . 
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CAPITULO 1.1" 

2.- Procedimiento general para el análisis de micotoxinas. 

Las micotoxinas tienen una serie de propiedades citada -

causan graves implicaciones en los aspectos nutricional y 

económico, esto ha promovido el desarrollo de métodos sen-

sibles y precisos para su determinación en alimentos huma-

nos y animales. 

En general ae han desarrollado dos tipos básicos de -

pruebas para detección de micotoxinas: 

Pruebas biológicas 

Pruebas químicas 

Todos los procedimientos químicos empleados para el - 

anilisis de ■icotoxinas se componen de los mismos pasos bá-

sicos. El primer paso es la remoción de la toxina del sli--

mento por extracción con solventes, desafortunadamente los 

disolvente* solubilizan otras substancias que pueden inter-

ferir con la detección del tóxico, 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 cromatograffa, loa niveles de toxina. -

Ea resumen los pasos a seguir son: 

Extracción 

Limpieza 

Separación y detección 

Cuantificación 

En las pruebas químicas se encuentran una serie de fac 

toree que los complican: 

a) Las micotoxinas se encuentran en diferentes produc-

tos necesitando un procedimiento de extracción especial. Un 

procedimiento de extracción adecuado para un producto puede 

ser inadecuado para otro. 
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b) La cantidad de toxina es pequeña. 

c) La distribución en productos naturales es irregular 

d) Las pruebas son inespecíficas y requieren pruebas 

confirmativaá posteriores. 

Los métodos usados en el análisis de micotoxinas en a-

limentos pueden clasificarse en tres categorias. 

Métodos de visualización: procedimientos rápidos de lo-

calización y visualización de las micotoxinas en alimentos. 

Métodos presuntivos: procedimientos para identificar Y 

cuantificar los niveles de toxina en el alimento. 

Métodos oonfirmativosi pruebas para identificar la toxi 

na. 

Esta clasificación es ampliamente recomendada por la -

Comisión del Codex Alimentarius (11) (SU. 

Para reproducir con exactitud los resultados se llevan a 

cabo comparaciones de métodos y estudios colaborativos para 

.desarrollas otros nuevos y mejores ( 57, Si ). 

2.1 Extracción 

Antes de realizar cualquier paso es sumamente importan-

te llevar a cabo la preparación de la muestra,que consiste -

en tomar una muestra representativa, pesarla o medir el ro-

16men y homogenizarla. - Esta es una etapa critica sobre todo 

en este tipo de muestras de origen biológico. 

(T44az laz zaci -l'^io^es deben efectuarse cuidadosamente). 

Una vez preparada la muestra, se debe emplear el proce-

dimiento:de *atracción que proporcione el mayor rendimiento 

de sicotoxina extraída i501. 

Existen muchos procedimientos de extracci6n que bar si_ 

do diseñados para una nicotoxina o muestra específica. 
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En el caso de la Patulina se utiliza como disolvente 

de extracción el acetato de etilo en casi todos los méto-

dos reportados y es el que se usa en el método oficial de 

la AOAC (20) para jugos de manzana. 

Este procedimiento de extracción se basó en la Ley de 

distribución de fiernst, que establece que una substancia se 

distribuye entre dos solventes inmiscibles hasta que en si - 

equilibrio se alcanza una relación constante de las activi-
dades de la substancia en los dos solventes, a una tempera-
tura dada. Cuando se trabaja con soluciones diluidas, como 
en éste caso, la actividad es pricticamente igual a la con-
centración. La relación constante se puede expresar enton- 
ces CORO: 	

K=  CL  
CA  

La constante K se llama coeficiente de distribución o 
de reparto Ce  y Cl aon las concentraciones del soluto en el 
solvinte A y en el E respectivamente. Esta relación as vi-
lida para soluciones diluidas, K depende de la naturaleza 

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

otros factores como la disociación, asociación o reacción -

de las moléculas en la solución. 

Cuando una substancia se distribuye entre das solven-
te, sin complicaciones de asociación y disociación o reac-

ción, es posible calcular el peso que se remueve en una se-
rie de extracciones. así después de n extracciones, el peso 
Wn , del soluto que permanece sin extraer es: 

1111 2 mi  151_,11 

K. W 
w2 peso del soluto en solución en el licuid) 

vol6men de solución Vi 2 

vol6men de solvente de extracción 

K = coeficiente de reparto 
CA  

Por tanto el peso extraído We es: 
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De aquí podemos visualizar que para obtener una alta -

eficiencia de extracción es conveniente realizar cierto riG-

asao h de extracciones separadas en vez de usar todo el sol-

vente en una sola operación. 

O sea, la eficiencia máxima de extracción se logra man-

teniendo valores pequeños de '4 y grandes den (dentro de va- 

lores prácticos) 	(37)- 

2.2 Limpieza 

El disolvente orgInico extrae a la micotoxina y usual-

mente deja atrás substancias como las proteínas. aminoácidos 

y carbohidratos, que son pocos solubles en la fase orgánica. 

Sin embargo, existen afin muchos compuestos que se di---

suelven y extraen junto con el compuesto de interís, en gene 

ral entre estos compuestos se encuentran los ltpidos ippigmen-

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

Por consiguiente, para evitar interferencias en los pa-

sos subsiguientes, se efect6a un paso de limpieza del extrae 

to, que elimina las interferencias y concentra el compuesto 

deseado. 

El proceso de Limpieza puede ser de tres tipos: 

a) Partición del extracto entre ut 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 11-

pidos principalmente. 

b) Cromatografía líquida o de capa fina con 

(sílice gel), Plorisil o carbón activado. 

c) Saponificación del extracto, los triglicéridos y tci 

das 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 (50). Losdos pri 

meros tipos son los mas emplcadcs. 

La limpieza depende mucho de la técnica de separación 

que se va a seguir posteriormente, la cromatografía de ga-

ses requiere de procesos muy detallados de limpieza, en --

cambio la cromatografía de líquidos de alta presión puede 

incluso prescindir le este paso; algunos fluídos biológicos 

complejos, por ejemplo la orina, pueden ser separados con 

gran resolución en una columna de un croeatógrafo de liqui 

dos de alta presión (51). 

2.3 Separación y detección 

Generalmente pe efectúan estos dos pasos en conjunto. 

Las técnicas cromatcgrIficas: cromatografía de capa fina --

(CC!), cromatografía líquida (CL), y cromatografía de gases 

(CG), son las mas utilizadas para efectuar la separación de 

las micotoxinas de los extractos sometidos al proceso de --

limpieza; para la detección se usan algunas de las propieda-

des fisicoquímicas de la substancia en cuestión: absorción 

en la región del ultravioleta o del visible, fluorescencia, 

Indice de refracción,etc. 

La cromatografía en capa fina es una técnica barata Ps-

ro de poca resolución y dificil de realizar cuantitativaman 

te aunque pueden llevarse a cabo muchos análisis en la mis-

ma placa. 

La cromatografía de gases requiere de una considerable 

limpieza del extracto para prevenir interferencias de otras 

substancias. Aunque algunas interferencias pueden eliminar-

se usando sistemas de detección específicos, invariablemen-

te se requiere una purificación pre-analítica. El principal 

requisito de los compuestos a analizar es su volatilidad ya 

sea del compuesto mismo y/o de alguno de los derivados quí-

micos. Los métodos de cromatografía de gases no se pueden -

aplicar al análisis de substancias altamente polares o de - 
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si la micotoxina es estable a pH alcalino (60). Los dos pri 

meros tipos son los más empleados. 

La limpieza depende mucho de la técnica de separación 

que se va a seguir posteriormente, la cromatografía de ga-

ses requiere de procesos muy detallados de limpieza, en --

cambio la cromatografía de líquidos de alta presión puede 

incluso prescindir ie este paso; algunos fluidos biológicos 

complejos, por ejemplo la orina, Queden ser separados con 

gran revolución en una columna de un cromatógrafo de líqui 

dos de alta presión (51). 

2.3 Separación y detección 

Generalmente se efectúan estos dos pasos en conjunto. 

Las técnicas cromatográficas: cromatografía de capa fina --

(CC!), cromatografía líquida (CL), y cromatografía de gases 

(CC), son las mas utilizadas para efectuar la separación de 

las micotoxinas de loa extractos sometidos al proceso de --

limpieza; para la detección se usan algunas de las propieda-

des fisicoquímicas de la substancia en cuestión: absorción 

en la región del ultravioleta o del visible, fluorescencia, 

Indice de refracción etc. 

La cromatografía en capa fina es una técnica barata Pa-

ro de poca resolución y dificil de realizar cuantitativamen 

te aunque pueden llevarse a cabo muchos análisis en la mis-

ma place. 

La cromatogrAffa de gases requiere de una considerable 

limpieza del extracto para prevenir interferencias de otras 

aubstail‘lató. Auraqiée alguna; intaráaranz♦ra puadan 

se usando sistemas de detección específicos, invariablemen-

te se requiere una purificación pre-analítica. fa principal 

requisito de los compuestos a analizar es su volatilidad ya 

sea del compuesto mismo y/o de alguno de los derivados quí-

micos. Los métodos de cromatografía de gases no se pueden -

aplicar al análisis de substancias altamente polares o de - 
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peso molecular alto (51). 

La cromatografla de líquido* es un proceso muy lento 

que puede durar días y aGn semanas, sin embargo la reciente 

implementación de altas presiones para acelerar esta técnica 

a dado lugar a la cromatografla de líquidos de alta presión 

(CLAP), (51). 

En este método se usan columnas de diénetro ■uy reduci 

do por ejemplo 2 mm, rellenas de materiales especiales pul-

'Purulentos, cuyas partículas tienen tamaños de 30-40 pm, y 

en ocasiones basta de 15 pa, que son muy eficaces pero que 

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

un flujo razonable a través de la columna (O ):figura 11..  

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

nicas complementarias mas que competitivas (51, 9). 

2.4 Cuantificación 

El proceso de cuantificación consta de tres etapas bá 

alcas: 

Integración de las señales (medición física) 

Calculo, de composición (conversión de la seAal a 

composición). 

Interpretación estadística 

La integración de las señales se lleva a cabo por di-

versas técnicas que varían en complejidad y exactitud. El 

propósito de esta etapa es transformar la intensidad de --

las señales emitidas por eI detector en medidas que pueden 

relacionarse con la cantidad de muestra, las seAales obte 

midas en la mayoría de los detectores aparecen en el regio 

traidor como picos de forma aproximadamente gausiana cuya -

altura y área se utilizan como una medida de tipo cuantita-

tivo. 

Existen diferentes técnicas manuales e instrumentales 

para integrar las *reas de los picos: 
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Recipiente 

Bomba 

Cámara 
de 

Inyeción 

Registrador 

Columna 
momm.migh. 

Programador 
de 

Fase PM, í i 

Detector 

Representación básica de un cromatógrafo de 

itquidos de alta presión 

Figura : 11 
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Alt-r,  3e1 p4 c- 

Altura por el ancho de la mitad de la altura. 

Triangulaci6n 

Cortar y pesar 

Planfmetro 

Integrador de disco 

Integradores electrónicos 

Sistemas de computación 

La conversión de la señal a composición se lleva a 

cabo por alguno de los siguientes métodos: 

a) Wormalisación de arcas: relación de les áreas obte-

nidas con el a de composición de la mezcla. 

b) Calibración externa: uso de curvas de calibración. 

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

concentración conocida) adicionadas a la muestra - 

cromatográfica. 

Por último, se puede hacer un análisis estadístico de 

los datos obtenidos para determinar su confiabilidad (SS) -

(5) &nexo 1. 

2.5 Métodos confirmativos 

Una ves identificada y cuantificada la toxina por cro-

matografía es necesario confirmar su presencia, sato as de-

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

ración y no de identificación, es útil la información obte-

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

de alguna técnica no cromatografíca para efectuar la identi-

ficación de un compuesto determinado. 

lay algunas técnicas y parámetros puramente cromatográ-

ticos que •n anchas ocasiones, pueden servir de gula o de -

aproximación a la identificación de un compuesto, pero no -

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

medidas da retención: tiempo de retención, volúmen de reten 

cilia' la comparación entre diferentes columnas y la compara- 
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cién 4e las respuestas en diversos detectores. 

La única manera de identificar una substancia con alto 

grado de seguridad es utilizando alguna técnica auxiliar, -

como por ejemplo: le espectrometría de Masas, la resonancia 

magnético nuclear etc, o utilizando las reacciones guindes, 

de algunos grupos funcionales. Cuando la substancia posee ac-

tividad biológica es posible amWcinar las pruebas biológicas 

CQ11 las galaicas (33). 



CAPITULO /II 

:Parte experimental 

3.1 Materiales 

3.1.1 Coactivos 

3.1.1.1 Estóndar de patuliria 

Patulina grado anal/tico producida por Calbiochem Lo-

te Mo. 602023, punto de fusión 109-110•C, cromatogrificamen 
te uniforme. 

Cloroformo grado plaguicida 

Etamol absoluto grado reactivo 

E2Cr207 grado reactivo 

E2SO4 0.0181 

3.1.1.2 Extracción 

Acetato de etilo grado reactivo 

3.1.1.3 Limpieza 

Solución da Ma
l CO3 al 208 

Sílice gel (40-140 mallan) 
na. 

?colmen° grado reactivo 

Acetato de etilo grado reactivo)  

Sulfato de sodio anhidro grado reactivo 

witrdgeno (gas a presión) 

3.1.1.4 Separación y detección 

3.1.1.4.1 Disolventes para residuo de extracto 

11.1>  

Metasol absoluto grado Photrex 
(90:10) 

Acetato de etilo grado reactivo 

(r/v) 

para cromatograf la en colum- 

(75:25) 
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3.1.1.4.2 Disolven:tea para cromatografts de líquidos de -

alta presión: 

Agua tridestilada (en vidrio) 

Metano' absoluto grado Photrex 

Acetonitrilo grado HPLC 

3.1.1.5 	Confirmación 

3.1.1.5.1 Cromatografía en capa fina 

Placas de 20 x 20 cm de aluminio precubiertas con allí-
ce, gel 60/tierra silicea IP254 , espesor 0.20 am. 

Senceno grado reactivo 

Metano' absoluto grado reactivo 

Acido acético glacial 

Clorhidrato de fenilhidrasina grado reactivo 

ME4  OH grado reactivo 

3.1.1.5.2 Análisis microbiológico 

Caldo triptona extracto de levadura glncoilia (TIC) 
Triptona 	5 g 

Extracto de levadura 	2.5 g 

glucosa 	1 g 
E2O destilada c.b.p / lt 

pa 	7.1 	Esterilizado a 121°C 
15 min. 

Agax TYG 
Idéntica composición al caldo TIC adicionando 1% de 

agar. 
Eacillus megateriumr cultivo de 24 hrs en agar nutri- 

tivo a 37•C 
SolecióW salina estéril: MaC1 ala.9% (y/v¡ 

Discos de papel filtro Whatman 2 de D.6 mm de diámetro. 
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3.1.1.6 Aislamiento e identificación de panicjalipm «arpan-

sum. 

ligar Czapek-extracto de levadura (CYA) 

K2EPO4 	1.0 
concentrado de Czapek 	10 ml 

extracto de levadura 	5 

sacarosa 	30 

agar 	15 g 

agua 	1000 al 

- Concentrado Caapek 

~O3 
LC1 

Kg 804  7E20 

Pe 504.7124 

agua 

30 g 

5 9 

5 g 

0.1 q 

100 al 

- Alar extracto de malta (MIA) 

Extracto de malta en polvo 20 g 	agar 	15 g 

Peptona 	1 g 	agua 1000 ■l 

D (+) glucosa 	20 g 

3.1.1.7 Producción de patulius en medio de cultivo. 

Caldo papa dextrosa 

Extracto da papa 	500 al 

glucosa 	20 

E2
0 destilada c b p 1000 ml 

Esterilizar a 121•C por 30-40 min. 

Extracto de papa 
Calemter a 121•C por 30 sin 200 q de papas en 500 ml 

Me agua- 
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Agar nitrato 25% de glicerol (025N) 

82111004 	0.75 g 

concentrado Czapek 	75 al 

extracto de levadura 3.7 g 

glicerol grado analítico 250 

alar 	12 g 

agua 	750 al 

3.1.1.8 Kuestra* 

Jugos y néctar** de manzana y Néctar** de pera de las 

principales marcas comerciales expendidas en la Ciudad de 

México. 

3.1.2 Aparatos 

3.1.2.1 Extracción 

Agitador mecánico 'Durrell' modelo 75 (Surrel corpora-

tion Pittsburgb P.A. U.S.A.) 

Centrifuga sCrYWIC" (Clay Adams Co. 1.3 U.S.A para 8 

tubos' 

Centrifuga a prueba de explosión 'Damon / ISC• modelo 

Ama. (International Equipment Co. Soaton M. U.S.A.) 

Agitador vibratorio 'MARI »IX' (Thermolyne Sybron Corp. 
Zoma U.S.A.) 

3.1.2.2 Limpiase 

Columnas cromatográficas de 23 mm x 300 me coa llave -
de tenéis 

Rotavapor Sucbii modelo R. (Srinkmann instrumenta ■.Y. 
LILA.) con ba'o de agua integrado. 
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3.1.2.3 Separación y detección 

Cromatógrafo de líquidos Varian modelo 5000(Varian - - 

Associates Inc. California U.S.A.) equipado con inyector de 
circuito de 10 pl de alta presión, con una columna de fase 

reversa Micropak MCS-10 (ailica gel ue 10 ji de diámetro uni-

da a una capa monomérica de octadecil silano) de 30 ca•de - 

longitud y 4 ea de diámetro 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 
Scientific inc. Texas U.S.A.) 

Ispectrofotómetro de UV Pyo Unice» SP 1800 con celdas-

de 1 cm de espesor, con registrador Unicam AR 25 (Pye Uni-

cam Ltd. Cambridge Inglaterra.) 

3.1.2.4 Confirmación 

Cámara de cromatografla 9 a 20 x 20 ca (Desaga Meldel-

barg Llemania) para cromatografía en capa fina. 

Lámpara de ultravioleta UVSL-25 	254 nm/366 am 

(Oltra-vloIet products Inc. San Gabriel California U.S.,) 

Material de vidrio de uso colad» en el laboratorio. 

3.2 Métodos 

3.2.1 Preparación de solución patrón de patulina. 

Se disolvieron 10 mg de patulina en 10 al de clorofor-
mo grado plaguicida, y severificcrlaconcentración de la so-
lución en un espectrofotóaetro pye Unica» a 276 na 

(SS). De esta solución se tomaron partes alícuota*, que se 
evaporaron a sequedad en baño de agua a 45'C bajo corriente 
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de nitrógeno, se disolvieron inmediatamente en el volúmen 

correspondiente para obtener soluciones de diferente con-

centración, misma que se comprobbó.lor el método oficial ya ci 

tado. 

3.2.2. Optimimación de la separación y detección 

El método de separación escogido fue la técnica de --

croaatografía de líquidos de alta presión: y el de detección, 

la absorción en la región del ultravioleta a la Á ala de la 
patulina (277 ns). 

La optimización se efectuó inyectando soluciones de pa-
tulina estándar en metanol-acetato de etilo 90:10, y varian-
do algunos parámetros, principalmente del detector y regis—

trador hasta obtener la mejor señal. Las condiciones optimi- 
tedias fueron: 

a) Cromatógrafo de líquidos Varian modelo 5000 

Líquido acarreador: H_0 tridestilada lal/ain. 
• 

Columna: Micropak MC8-10 

Temperatura: 25'C 

Volasen de inyección: 10 ul 

b) Detector Vari-chroa 

Fuente de lur: lámpara de arco de dentario 
Longitud de onda: 277 nm 

Celdas: 8 j1:1 

Sensibilidad: normalmente 0.01 aufs, ocasionalmente 

0.005 6 0.02 auto. (ante: escala total de las uni- 
dades de absorbancia). 

Anchura de la banda espectral: 8 nm 

Tiempo de respuesta: lenta ( 2.0 seg). 

c) Registrador Varían modelo 9176: velocidad de carta 

0.25 cm/min. 

Período de estabilización del equipo al encendido: 

1 hora. Lavado de columna con »etanol por 15 mia a 
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a lml/min al finalizar las labores diarias. 

Estas condiciones se siguieron a lo largo de la inves-

tigación. 

3.2.3 Curva patrón de patulina 

La conversión de la seíal obtenida en el registrador -

a composición se efectuó por calibración externa. 

Con las condiciones de separación y detección optimiza-

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

soluciones de patulina en metanol: acetato de etilo 90:10 -
(ir). de 10, 8, 6, 4, 2, 1 y 0.5 pg/al inyectando por tri-

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

ciones se hizo coso se explica en la sección 3.2.1.Esta cur-

va patrón se repitió durante el transcurso de la determina-

ción para checar la eficiencia de la columna. 

3.2.4 Integración de las sedales 

La integración de las señales obtenidas en el registra-

dor (picos cromatogrIficos) se efectuó calculando el tres -

bajo el pico por la técnica manual de multiplicar la altura 

por el ancho a la mitad de la altura, como se muestra •n lb 

figura 12. 

3.2.5 Interpretación estadística 

La interpretación estadística de los datos para la cur-

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

a ilaubaux y Vos (11), sailey, Coz y Springer (2) y ~ter 

(21) (ver anexo 1). Con estos matodo» se determinó la linea 

de calibración ajustada, el límite de detección de la ticai-

ca cromatogrIfica así como los intervalos de confianza de -

los resultados. 
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3.2.6 Monitoreo de las muestras analizadas 

Se recolectaron al arar néctares de manzana, de pera 

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

comerciales respectivamente del país, en centros de auto-
servicio de diferentes puntos de la ciudad de México, du-

rante los ■eses de abril y mayo de 1981. Las muestras se 

conservaron a temperatura ambiente hasta su análisis. 

3.2.7 Análisis cualitativo. 

El análisis cualitativo de la patulina se efectuó por 
comparación con el tiempo de retención de la solución es-

tándar de patulina sola o adicionada a un néctar o jugo y 

extraída por el procedimiento indicado en la sección 3.2.8. 

XI tiempo de retención se determinó como tiempo de reten—

ción absoluto (tra): Se midió la distancia entre el punto 

de inyección y el mizimo del pico y se correlacionó con la 

velocidad de la carta para determinar el tiempo de reten—
ción. 

3.2.8 Analizas cuantitativo 

3.2.8.1 Extracción, limpieza, separación y detección. 

Se utilizó la técnica de Malier y Josefsson (38) con 

algunas modificaciones. 

te tomaron 5 ml de muestra (jugo o néctar) inmediata-
mente después de abrir el recipiente, se colocaron em un - 

enbudo de separación de 125 ■l con llave de teflén, se ez- 

trasercn 	5 al 4e algutato de etilo con ayude de un agi-
tador ~chico por 2 minutos, se transfirieron el jugo ez-
traldo y el acetato de etilo a un tubo de centrifuga de fon 

do cónico, se centrifugó por das minutos a 2000 r.p.n., se 

separó la fase superior con ayuda de una pipeta pasteur, -
este proceso se llevó a cabo 2 veces els, los tres •ztrac- 
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tos se unieron. Los extrac'_,s ur(,ánicos se extrajeron --

con 3m1 de agua a:._ci.Dnada dr_ 25J ul de solución de Maí 

CO
3 al 204 w/v durant,: 2 -1. ._)s 	ayuda de un agitador 

mecánico, se de)6 rep,:;s51r 	;e sendr6 la fase superior -- 

evitando el mezclado coi. la  tase inferior; la f».4" infe-

rior se extrajo con Sml de aoccuto de etilo durante 2- mi- 

autos. Las fases superio-,_s 	reul, ron y secaron con 2 

gramo. de Ya2SO4 anhi¿ro por 10 min, rompiendo los grumos 

que se formaron inicialmente con una varilla de vidrio. -

8s transfirió por decantación el extracto seco a un ea--

tras redondo de boca esaeri'.?da, so enjx.agó el Ma2SO4  con 

2 porciones de 2a1 de acetato de etilo que se unen al es-

tracto seco. Se evaporó la fase orgánica en un rotavapor 

a 45se casi a sequedad (2-3m1). se transfirió el residuo 

a un tubo de fondo cónico Montea graduado, con ayuda de 

3 porciones de 1s<1 de acetato de etilo, se evaporó a se-

quedad a 45'C bajo corriente de nitrdgeno, el residuo se 

disolvió inmediatamente en 100 ul de acetato de etilo-me-

tanol(10190) (gegen recomendación de Stray (67)1 se agitó 

perfectamente en agitador vibratorio por f minuto, se --

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

16n.a inicial y se inyectaron 10 u: de esta solución 44 

41 cromatóqrafo de líquidos. Se utilizaron las condiciones 

optimizadas (sección 3.2.2). 

Los resultados obtenidas se interpolaron ea la curva 

de calibración constrt:da seeún la sección 3.2.8.3 y as so 

metieron al tratamiento estadístico ahí mencionado. 

Todo el material se lavó con agua y jabón, se enjuagó 

con abundante agua destilada y después con acetato de eti-

lo, se secó al aire antes de usarlo. 

3.2.8.2 Porcentaje de recuperación 

Para determinar el porcentaje (5) ¿a recuperaciesa de 

la técnica descrita en la seccíl.r. 3.2.8.1, se tomaron ju-

gos o nictares sin contaainación detecttble de patulina y 
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se adicionaron con solucifin estándar de patulina (50 pl -

de solución de 4 pg/m1), y se sometieron a todo el proce-

dimiento de cuantificación por duplicado; se repitió suite 

procedimiento alternadamente a lo largo de todo el experi 

mento. 

3.2.8.3 Límite de detección e intervalo de confianza. 

Para conocer el !Agite de detección de la técnica, -

se utilizó el procedimiento descrito por Hubasz y Vox --

(21), incrementando el némero de estindarea, el rango de 

las concentraciones de estos:eaténdares y la distribución 
de las concentraciones dentro del rango eacogido. 

Se prepararon soluciones estándar de patulina (seque 
la sección 3.2.1) en acetato de etilo-metanol ( 10:90) -

de diferentes concentraciones: 9 soluciones de concentra-

ción baja (aproximadamente 0.5m/m1), 2 soluciones de --

concentración media (1-2 pg/m1), y otra solución de con- 
centración alta (6jug/m1), se midieron las areas bajo la 

curva coso es describe en la sección 3.2.4 y se granearon 

contra la concentración para construir una linea recta gee 
se sometió al tratamiento estadístico descrito por Eluater 

(23) y Subauz y Vox (21). Los intervalos de confianza se 
celcularoa también de acuerdo a estos métodos. 

3.2.9. Métodos confirmativos 

Para la técnica cromatogrifica en cepa fina se siguió 

al método de Someter y col. (61): Se utilizaron placas Fre-

aubierteo de @t'ice gel 60? 254 activadas mor 1 hora a - -

110'C, el eluyente fuá: benceno-metanol-acido acético gla-

cial (90: 5:5 v/v/v), la patulina se localizó por compara-
ción visual del valor de Rf con una solución estíndari pa-

ra la detección de las manchas se empleó luz ultravioleta 

de "de corta  (254  ee)-Subsecuentammte se roció la placa de OM4  

OM al 3% (r/vi y después con una solución acuosa de clorhidrato de - 

reaLLIthirmUmi el 4% hihNd y se calentó a 11041C por 2-3 min. 
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Loa extractos de muestras se obtuvieron por el método 

oficial de la AOAC (20) usando 50 ml de jugo o néctar y la 

limpieza en columna. Este procedimiento se repitió a lo lar-

go del experimento. 

3.2.9.2 Método microbiológico 

Se utilizó la técnica descrita por Stoot y Bullerman -

(SS), empleando una cepa de Bacillus megaterium proporciona-

da por el cepario de la Facultad de Qul.mica de la UMAM. 

Se prepararon soluciones estandar de patulina en aceta-

to de etilo-metanol (10190) de 0.5,1.2,3,5,10,15, y 20 pg/ -

lo pl. 

Se chacó su concentración segán la sección 3.2.1. Se -

colocaron 20 pl de cada solución en discos de papel whatman 

é 3 de fi mm de diámetro esterilizados bajo luz ultravioleta- 

y se colocaron en la superficie de cajas 	patri contenien-

do Agur TTG inoculadas con Bacillus megateriva (0.2 ml de 

un cultivo en caldo TYG con 70% de transmitancia a 520 na) -

como se muestra en le figura 13. 

Se incubaron por 15 horas a 37•C y se midió el diámetro 

del balo de inhibición, se restó el dilmetro del disco (6mm) 

y se graficd concentración contra halo da inhibición para 

tener una curva de calibración. La curva se adapter, se obtu-

vo su límite de detección y los intervalos de confianza por 

el método de Hunter (U). Paralelanente se extrajeron jugos 

y néctares contaminados ~diente el método 49 Maller y Josef-

*son (SS) utilizando 50 al de muestra, se colocaren 20 pl del 

extracto en los discos, se distribuyeron e incubaron como los 

*standar*, en cajas patri= y se observó la presencia de halo 

de inhibición midiéndose su diámetro para interpolarlo en la 

curva de calibración. Todas las determinaciones tanto de es-

blindares como de muestras se hicieron por cuadruplicado. Es-

te procedimiento se repitió a lo largo del experimento. 
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3.2.10 	Aislamiento de Penicillum expansum  

Se efectuó por el método descrito por Amieba y Col (1), 

tomando una pequeña fracción de la zona sana-enferma de san- 

sanas con ■intosatología oe P. expansus ( P419. 17  ), se le 

    

trato con 	hipocloritode sodio al la durante tres minutos -

después se lavó con agua destilada, los trozos desinfectados 

se secaron y transfirieron a cajas patri con PDA y altar nu—

tritivo. 8e incubaron a temperatura ambiente (20•C) durante -

3 días una ves desarrollado el microorganiseo se resiembra cn 
nuevas cajas con cultivos específicos para su identificación. 

La identificación se llevó a cabo por observación macros 
cópica de la morfología colonial de acuerdó a Pítt (44) ••• 

y por medio de observación microscópica (1 ). 

Se comprobó la patogenicidad de la cepa aislada inocu--
laudo 12 frutas (3 repeticiones de 4 unidades cada una) por -

los métodos (11 inoculación por contacto por isopo y por le—

sión. 

Se incubaron en una cámara taimada y a temperatura ~bien 
te durante 8 dlas, se midieron los diámetros de desarrollo de 
pudricioaes y se observó, la sintoshatología. 

3.2.11 Producción de patulins por Penioillum !xpansum 

3.2.11.1 Producción en ~sanas infectadas. 

Las ~sanas utilizadas pare demostrar la patogenicidad 

se emplearon para observar la producción de patulina in vivo. 
Cuando la lesión cubris un 50% de la superficie de la 11~12011/ 
se trítier6 en una Maring laboratory Sisador ajustando los só-
lidos totales con agsa destilada a 40% (similar al néctar de 

masumma comercial) y se cuantificó la patulina segón la sec-

ción 3.2.8. 
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3.2.11.2 Producción én medio de cultivo. 

Se siguió al procadimiento descrito por Noritadt y «a-

calla (40) para obtener patulina en medio artificial. 

MITOSO «1111T11041071 w intención de las ~Mes 

MOCO !Mitin O N< RO S 101.04 t O 

avyaaairia 
a. 

aa. ttliayi 

tea tiempo do retención 
h 	*tu ri 
hm altura a la mitad dot pico 
a ancho 
aig ancho a la mitad de Le ~ira 
A arao 

ilota ; 1101 ff.  i 101 a .1  , sobtionos Ostandif . 4itidine en acetato de e t i 10 - rae tlinCli -» 

C Manco de ~let 
Manco de ~vente 

1 4,.._11  II heilia:12 



CAPITULO IV 

4. 	Resultados y Discusión 

4.1. Resultados 

4.1.4. Aislamiento de Penicillium *pp. 

Siguiendo loa lineamientos propuestos por Amieba y 

col. (1), se aisló una cepa de Penicillium de manzanas -

que presentaban pudrición blanda, café claro con olor y 

sabor peculiares. Se realizó la observación macroscópica 

d• la morfología colonial en los medios de CYA,MIA y G2511 

a 25"C durante 7 dla■ y en CYA por 7 días a S'C y 37'C. -

Las características coloniales y microscópicas encontra--

des coinciden bastante con la descripción de Penicillisa 

arapansum hecha por Pitt (44), una de las características 

distintivas de este hongo en su habilidad para producir -

pudriciones destructivas de las frutas pomIceas, lo cual 

comprobó al realizar las pruebas de infectividad. 

an las pruebas de infectividad, se obtuvieron sólo -

pudriciones características con inoculación por lesión, -

no así por contacto con isopo: los diémetros de pudrición 

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

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

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

jido sano. 

4.1.2. Producción de patulina. 

Las manzanas utilizadas para demostrar la patogenici- 

dad za azplaaroz para 1, 	Am w.y ptulduk.  en 

vivo como se ha descrito en 3.2.11.1. Los 4 a:ISM:sis efec-

tuados dieron resultados de alta contaminación, el rango - 

fué de 337.49 - 572.97 ug/1 de néctar preparado con estas 

frutaana figura 23 muestra uno de setos análisis. 



La producción in vitro se efectuó por el procedimiento 

de aorstsdt y tic Calla (40), el hongo aislado se incubó 

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

rante 2 semanas, al finalizar este periodo, el medio ■e 

centrifugó y filtró para eliminar al microorganismo, se 

odumntr6 al volumen a 500 al y se extrajeron 5 mI -por el 

procedimiento de la sección 3.2.8.4, se confirmó la pre-

sencia de la aicotoxina en el medio por cromatograffa en 

capa fina y el mttodo microbiológico usando  lacilIus me- 

So se efectuff cuantificación. 



wualitativo. 

4.2.1. MéTodo presuntivo. 

El ::.v1artro principal empleado en el análisis cuali-

tativo fuá el tiempo de retención absoluto (tra), que se-

determinó en dos diferentes condiciones 

a) Mediante soluciones estándar de diferente concentra 

ción cromatografiada■ según lo expuesto en la sección 3.2.2. 
(figura i5 ). 

b) Mediante extractos de muestras contaminadas con con-

centraciones conocidas del analito problema, obtenidos por-

el método de la sección 3.2.8 y cromatografiadas en las mis-
mas condiciones de los estándares ('figuras 3. 16 y 17 ). 

Los valores obtenidos se muestran en la tabla 7. 

Se encontró que en las condiciones optimizadas no se --

presentaba interferencia en la determinación de la toxina.-

( figuras 18,19 ) 

La presencia de contaminación en las muestras analiza--

das se determinó por comparación del tra con el intervalo de 
confianza correspondiente, (generalmente el nivel de 20 o - 
40 pc/1 de muestra. tabla I): 	Para tener una información - 

adicional se hicieron coinyecciones de extractos de jugo o 
néctar que presentaban contaminación y solución estémdar. «.-

obteniéndose un sólo pico. 1 figura 20)- 

4.2.2. Métodos confirmativos. 

Como mi tiempo de retención no es un perímetro absoluta-

mente confiable para 1• identificación de un compuesto dado, 

se recurrió a otros perímetros para confirmar la presencia 

de la micotoxina en los productos analizadosi 

a) 11 valor de Pf, comparándolo con el Pf de patulina 

auténtica en cromatografla en capa fina. 

b) *ma propiedades antibiótica,. 
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La cromatografía en capa fina se realizó de acuerdo -

al método descrito en la sección 3.2.9.1: a 254 nm, en la -

placa cromatográfica se distinguieron puntos obscuros con-

tra un fondo fluorescente a un Rf de ,..d(kAl revelar la placa 

con la fenilhidrazina, se observaron manchas amarillo-roji-

sas al mismo Rf. 

El límite de detección de ésta técnica fui de 0.2 pg/ 

mancha que correspondió a 20 pg/1 cuando se extrajeron 50 

ml de muestra, el volúmen final del extracto fui de 100 pl 
y se *luyeron 20 pl de éste en la placa croaatogréfica. En 

muestras que presentaron contaminación inferior a éste ltmi 

te se llevó el extracto final a 50/11. 

La confirmación usando sus propiedades antibiótica* se 

efectuó usando Bacillus megaterium como indicador biológico. 

El método seguido se ha descrito en la sección 3.2.9.2. 

En éste método el diámetro de la zona de inhibición -

fui directamente proporcional a la concentración de la to 

mina como pueda observarse en la tabla 	y la figura 24. 

El limite de detección fui de 2.02 mo/disco que equi—

vale a 40 pg/I cuando se usaron 50 ml de muestra, el vold-

mem final del extracto fui de 20 ,p1 y se colocaron 10,1 por 

cada disco. 

En muestras que presentaron contaminaci6n inferior a 

este limite se utilizó un voldmen de muestra de 100 ml. 

Todas las MMUltnA que presentaron pico cromatogréfico 

coa tr correspondiente a patulina dieron resultados posi-

tivos en ambas pruebas confirmativas. Con estos dos partas 

tras se emitir:561a presencia de la micotoxina en los pro—

ductos analizados. 



Tabla 7 
Intervalos de confianza de los valores de tra  para están 

dares de patulina. 

Nivel (jug/s1) 	Intervalo de tra  (sin) 
(M0.05) 

	

10 	(23.9479, 24.5621) 

	

8 	(23.9474, 24.3626) 

	

6 	(23.8601, 24.0599) 

	

4 	(23.7778, 24.2622) 

	

2 	(23.7366, 24.0844) 

	

1 	(23.7642, 24.0358) 

Intervalos de confianza de los valores de tra  para patu-

lina adicionada a jugos y néctares. 

Nivel 
	

atulina 	Intervalo de tra  (sin) 

muestra 
	(CC 0.05) 

	

160 	(23.5724, 23.9276) 

	

120 	(23.3219, 13.4761) 

	

40 	(24.0626, 24.2354) 

	

20 	(23.9079, 24.1581) 
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Tabla 8 
Correlación entre la concentración de micotoxina y el --

ditmetro de la zona de inhibición usando Bacillus ne•ate 

cine. 

x 
Ajg d* patulina Diámetro corregido prome- 

y: 
dio de la zona de inhibi- 
ción.*  tern) 

disco 

0.4815 0.2975 

0.9634 0.455 

1.9984 0.620 

2.7048 0.682 

4.9965 1.005 

9.9972 1.1775 

14.4468 1.305 

•••• 

s: 5.0419 y • 0.7917 

Coeficiente de correlación. 

r• 
ZIa - a) 	(y - y) • 0.9346 

   

li Zix -i) 2  • E (y - -- ' y) 2  

S2 - 0.0216 

$ • 0.1472 

• Cada deterainacidn se hizo por cuadruplicado/ n•4 

1 	 
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4.3 Angliais cuantitativo 

4.3.1 Muestras analizadas 

Se analizaron 71 muestras de néctar de manzana, 34 de 

jugo de manzana y 14 de néctar de pera de 5, 4 y 2 marcas 
comerciales respectivamente. 

Se utilizó la técnica de extracción de la sección --

3.2.8, se integraron las señalen como se indica en 3.2.4 y 
se calculó la concentración interpolando en la curva patrón 
construida como se indica en la sección 3.2.3. 

4.3.2 Curva de calibración 

Se encontró que la patulira obedece la ley de Lambert 
y Beer en un rango de concentración de 0.05 kai a 10 )1g/ml, 

ml 
como se indica en la figura 25. 

Se construyó una curva de calibración siguiendo los-
lineamientos propuestos por Hubaux y Vos (21). (ver anexo 

I), utilizando 12 soluciones estándar, 9 de ellas de baja 
concentración, 2 de concentración media y una de concentra-
ción alta. Se determinó el límite de detección de la técni-
ca concr ,m0.01, que correspondió a 9.2 pg de patulina/1 de 
muestra analizada ( ver figura 27). 

Los valores obtenidos para la construcción de la curva 
se encuentran en la tabla 9 y la figura 26. 	Durante el 
*experimento se repitió 2 veces más esta curva para probar -
la eficiencia de la columna, ne se encontró diferencia sig-
nificativa entre estas repeticiones. 

Se determinarom las bandas de confianza de Unrking-Hote-
lling sobre la línea ajustada; o sea la región de confianza 
para toda la linea, los resultados se muestran en la tabla 
10 y en la figura 27. 
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4.3.3 Porcentaje (I) de k:ecuperaci5n Je la técnica de ex-
tracción. 

Loa análisis de este trabajo fueron realizados por -

dos personase existiendo la posibilidad de una diferencia 

significativa entre analistas, se utilizó el análisis de 

varianza aplicado a los resultados de la tabla II, que -

son los datos obtenidos en la extracción de muestras adi-

cionadad de 40 pg de toxina/1 de muestra. Como puede ver-

se en la tabla 12, no hay diferencia significativa entre 

ambos. 

La recuperación promedio de la toxina adicionada fui 

de 76.35% con una variabilidad de + 3.08%. 

4.3.4 Análisis de las muestras. 

Las muestras se agruparon por marcas, a cada una se 

le asignó una letra y un número para su identificación se-

gén la marca comercial. 

lin las tablas 13, 14 y 15 se muestran los tiempos de 

retención promedio y las ¡reas promedio obtenidas en al -

análisis de néctares de manzana, jugos de manzana y nécta-

res de pera respectivamente, así como los intervalos de -

confianza al 95% para estos valores. 

Las figuras 19,21 y 22 son representaciones típicas -

del análisis efectuado. 

Para obtener una estimación de los valores de concen-

tración de la micotoxina en las muestras analizadas se --

empleó el mItodo de Lieberman y col. expuesto por eunter 

(23), que emplea un intervalo de confianza de 100 P% para 

la respuesta de área, establecido con en 100 (1-cc/2) % de 

confianza. 

Al interpolar los valores de área en la ecuación de -

regresión de la curva de calibración se observó que la me-

yor densidad de estos . t agrupaba en la región de 0.04 --

0.015 '4, se utilizó sól, ese intervalo de la gráfica, con 

la ventaja de que usando el método de Vynr. 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 
tración estima. En este caso el usar la región de 0.004 -

0.015 pg redujo el intervalo a un 89% del valor mostrado 

en la tabla 10 (ver figura 28). 

La interpolación en la curva de calibración y su co-

rrespondiente región de confianza se realizó como se indi-

ca en la figura 14. Y los valores obtenidos del intervalo 

de confianza para el &re.. (1 ), la concentración de patu-

lina estimada ti) y el intervalo de concentración entinado 

ce muestra en la tabla 16. 

in la tabla 16 se muestran los niveles de concentra-

ción en ug de patulina/l de muestra, tomando en cuenta -

que se inyectaron 10p1 del extracto cuyo volómen fui de 

100 pl, el volúmen de muestra extraída fué de 5 al y el % 

de recuperación de la técnica de extracción de 76.35%. 

La figura 29 muestra, a manera de resumen, la repre-

sentación en histograma de los niveles de patulina en ju--

gos y néctares de mangana y néctares de pera. 
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4.4. Discusión de resultados. 

4.4.1. Pruebas con microorganismos patógenos. 

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 que el hongo proveniente 
de manzanas con pudrición blanda, café claro, de olor y -

sabor característico es Penicilliu■ expansum, pues se ha 

reportado que normalmente se encuentra contaminando a las 

manzanas y peras (44). Lo importante es la corroboración -

de la capacidad productiva de patulina por el hongo pató-
geno, tanto en los frutos como en el medio artificial, lo 
cual indicd una posibilidad de contaminación en los produc 

tos comerciales. 

El microorganismo aislado no tiene capacidad de infec 

ter a loe frutos por contacto, sino tan solo a través de -

dados en la piel. De lo anterior se desprende que los pro-

cedimientos inadecuados de recolección, transporte y mane-

jo pueden favorecer la infección de los fruto■ con hongos 

de este tipo y contaminarlos con patulina. 

La cuantificación de la patulina producida en medio 

artificial no se realizó por la alta probabilidad de pre-

valecencia de esporas del hongo que contaminarían la co-

lumna analítica del cromatógrafo, por lo que el análisis 

qued6 a niVel cualitativo. 

4.4.2. análisis cualitativo. 

La cromatografía líquida es en esencia una técnica de 

asperacióin y cuantificación y no de identificación; aunque 
es posible obtener alguna información de tipo cualitativo, 

basándose en parimetros de retención. 

in este caso se utilizó el tiempo de retención absolu 
to (tra), que es el tiempo transcurrida desde la introduc- 
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ción de la muestra hasta el máximo del pico en la gráfica. 

Este parámetro está sujeto a errores en mayor grado que 

otros como el tr relativo y el tr ajustado, pero no fuá -

posible utilizar estos dos últimos en vista de la caren-

cia de una sustancia de referencia. En todos loa casos se 

probaron algunos con resultado negativos y se optó por -

emplear sólo el tra. La identificación se hizo por compa-

ración con estándares, en caso det duda se inyectaba o ---

coinyectaba una solución estándar para cerciorarse de que 

el tr registrado correspondió a la toxina, pues esta es -

función de las condiciones de operación del equipo y aun-

que es posible mantener un nivel constante, existen algu-

nas variaciones. 

Se determinó el tr en las dos condiciones mencionadas 

en la sección 4.1.2 por la posibilidad de una interferen-

cia con algún componente del extractos segiln se ve en las 

figuras le. 19, no hubo problema de sea tipo empleando el 

procedimiento de extracción, 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 estándar como en los extractos de productos 

contaminados con nivele, conocidos de toxina. Las variacio 

nes en los valores de este perímetro se deben probablemen-

te a error humano en la determinación del dato por aedi--

ció:1 manual y en el procedimiento de inyección de la mulle- 

tra, . 	 

 

	- n la Walus.:1Uat2 ce,. Líquido acarrea- 

 

dor, al estado de la columna y a la velocidad de carta del 

registrador. 

En general, siempre se requiere de un metodo confirma 

tivo para la identificación. Los métodos confirmativos - -

empleados se seleccionaron aprovechando las propiedades 

especificas de la micotoxina y la sensibilidad y aplicabi-

lidad del método. La cromatografía en capa fina fuá útil - 
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pero no suficiente como confirmación de la identidad de 

patulina, en vista de que s,2 nan reportado interferencias 

con este procedimiento que podían conducir a error (62), 

por tanto se utilizó la propi-Iad antibiótica del compues 

to para la identificación total. El ricroorganistio emplea 

do, Bacillus megaterium se ha reportado como el más sensi 

ble a esta y otras toxinas (70). 

Ambas pruebas dieron muy buenos resultados con solu-

ción estándar y extractos de productos contaminados inten 

cionalmente, principalmente el método microbiológico don-

de Me obtuvo una correlación respuesta-concentración del-

orden de 0.93 (figura 24). En el método cromatogrIfico la 

estimación de fluorescencia y la coloración fué visual, -

por lo que no se presenta ningún valDr de correlación con 

la concentración e intensidad de mancha con ambos revela-

dores. La correlación observada entre las variables de ca 

da prueba indica que puede utilizarse para el análisis - 

confirmativo de la identidad de la toxina, en estindares 

y muestras contaminadas naturalmente. El límite de detec-

ción que se reporta en ambos casos es el promedio de la -

mínima cantidad que produjo respuesta apreciable, por lo 

que no tiene fines netamente cuantitativos, sino tan solo 

para que obtenido el resultado de la cromatografía de 11-

quidos, se planeara el vol&aen adicional de muestra que -

se extraería en los casos necesarios, como se indicó en -

su oportunidad. Estos datos ron comparables con los reptar 

tados en la bibliografía que son de 0.2pg/2911 (54) y de 

1.7jmg/disco (65). Por otra parte, el límite de cromato--

grana en capa fina es mucho mayor que el reportado para 

otros reveladores cono el KIBTH (0_01jug/5p1) (56), sin -

embargo fui satisfactorio para los fines que perseguimos. 

Una observación interesante relacionada con el méto-

do microbiológico es la aparición de un crecimiento anor—

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

presentan cambios de textura y de forma con respecto al -

resto de las colonias, hubo un crecimiento exagerado en -

dirección al centro de la zona de inhibición, no se obser 
vó a nivel microscópico; esto puede tener relación con las 

propiedades mutag&nicas de la patulina, tal como se ha -

propuesto para una situación semejante •n la interacción - 

de aflatoxina y E. coli. (70). 

4.4.3. Análisis cuantitativo. 

La selección de las muestras se hizo aleatoriamente -

de acuerdo a su disponibilidad aparente en el mercado. La 

curva de calibración se construyó tomando en cuenta que -
la absorbancia de la toxina obedece la ley de Lambert y - 
Beer, según se ve en la figura 25, con esto se aseguró que 

la respuesta seria lineal, Io cual se comprobó con inyec--
ciones de solución estándar de diferente concentración 

(figura 15). 

Se importante hacer notar que para la construcción de 

la curva patrón se hicieron algunas suposiciones: 

1.- Los estándares fueron independientes. 

2.- La variación de la distribución de los errores 

de las señales se mantuvo constante (ver coefi-

ciente de variabilidad del área, tablas). 

3.- Se conoció exactamente la concentración de los -

estándares. 

4.- Las sedales observadas tuvieron una distribución 

gaussiana alrededor del valor esperado. 

Con estas hipótesis fué posible aplicar los tratamien-

tos estadísticos mencionados (anexo I). 

Durante el experimento se inyectaron soluciones de --

concentración conocida 1 se compararon con los intervalos 

de tolerancia para la curva contrulda. Todos estuvieron 
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deniru de ese intervalo, por lo que se asegura que no hu-

bo diferencia significativa, ésto sirvió para verificar -

la eficiencia de la columna y del detector. En vista de -

los resultados, se decidió emplear'la curva de calibra—

ción construida originalmente para obtener la estimación 

de las concentraciones en las muestras. 

Una ves optimizado el procedimiento de extracción se 

hicieron análisis de recuperación en diferentes días, los 

resultados pueden verse en la tabla 11. El dato promedio 

obtenido fuá similar al reportado por 91811er Josefsson --

(38), aunque menor al de otros procedimientos de cromato-

grafía de líquidos (87) (72) que son del orden de 80-85% 

y más, sin embargo . la variabilidad de los resultados --

fui baja y no existió diferencia significativa entre ana 

listes ni entre los distintos análisis (tabla 12), por --

tanto se consideró este dato adecuado para utilizarlo co-

so referencia para dar un valor corregido de la concentra-

ción estimada coso se estipula en la tabla 17. 

Varios autores han relacionado el concepto de límite 

de detección con los conceptos estadísticos de error (2, 

21,23). Siguiendo estos lineamientos (anexo 1)Y utilizando 

los datos de la curva de calibración, calculamos 9.2 pq -
de patulina/litro de muestra, como nuestro límite de detec 

alón, establecido con 99% de confianza, que es comparable 

al reportado por Vare: ll jpg/1 (72), pero inferior al de 

Siag/1 (38) y al de Stray: l jpg/1 (57). Sin embar-

go. estos autores no especifican la manera como determi-

naron ese valor. 

La utilización del método de Wynn y Bloomfield para -

redecir el intervalo de Working-Hotelling fui de gran ayu-

da peale permitid obtener un valor estimado del intervalo 

de confianza paxa la concentración estimada de toxina en 

las muestras ala estrecho y con la misma concentración -- 



(ver figura 28). 

El área asociada al limite de detección (0.2917 cm2), 
fué el limite de decisión, que permitió en términos cuan-

titativos expresar si la muestra estaba contaminada. En 

el caso de las muestras A4-A7, 
89-B9.  '14. Dlo 	1318, 22-  

E
4 de néctar de manzana, 

D
5
-D
6de jugo de manzana y D8 

de 

néctar de pera, a pesar de que existió un pico cromatogrt-

fico con tr característico de patulina (ver tabla 13,14,15) 

no se consideraron para la estimación duantitstiva por es-

tar debajo del área mínima detectable, además las pruebas 

confirmativas fueron dudosas. Estas muestras se reportadon 

con nivel de contaminación menor de 9.2 	(En los hiato 

gramas de la figura 29 corresponden a la primera barra, -

junto con las que no presentaron tr característico). 

La región de Working-Botelling expuesta en la tabla 

10 y la figura 27, se tomó como medida de la capacidad pa- 
ra predecir las sedales asociadas con una concentración -

dada, dicho con un 95% de confianza. 

La interpolación en la curva de calibración de los -

valores de área de las muestras cuyos crometogramas con-

tuvieron picos con superficie mayor o igual a 0.2917 cm2, 

se efectuó segGn el método de Lieberman y col., con lo -

que el intervalo estimado para la cantidad de patulina --

comtendra el valor verdadero el 90% de las veces dicho --

con un 95% de confianza (P: 0.90,0K:O.05), como lo expone 

«untar (23). 

Del histograma de distribución de los niveles de patu-

lina se *hierva que tanto el néctar como el jugo de manzana 

presentan contaminación, no así el néctar de pera. La ma-

yor proporción no se encontré, 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 

79 
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rango de concentración en néctares de manzana es de 9,2-

39.49 pg/1 y en jugo de manzana de 9.2-25.42 pg/1, este 

rango está distribuido en mayor proporción entrealoa niv• 

las de baja concentración(figura 29J. 

La contaminación con patulina encontrada en las -- 

•castras analizada. (9.2 - 39.49 pg/l) es comparable a -

los resultados obtenidos en Suiza (2.5 -25 pg/1) (28) --

y Finlandia (25 pg/1)(28), y considerablemente inferior 

a los encontrados en E.U.A. (44 - 309 pg/l) (72), (40-440 

pg/1) (1) y en Canadá (hasta 45 mg/l con productos obteni-

dos de manzanas descompuestas). (74). 

En Kexico, la Dirección General de morsas (8) esta—

blece que' . . . el jugo de manzana será elaborado en con 

dioiones sanitarias apropiada■ 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-

cación en cuanto al tipo y cantidad de las sustancias res 

tringidas, en vista de los resultados obtenidos se comprue 

be quo estas condiciones no se cumplen, ya que el uso de 

manzanas contaminadas con hongos pueden provocar la presten 

cíte de esta toxina en el producto final. 

En noruega y Suiza se ha establecido que la máxima --

cantidad permisible de patulina as de 50pg/1 en jugo de 

manzana (67). De la tabla 17, se observa que los alimentos 

analizados estin por debajo de esta especificación por lo 

que es posible considerar que la ingestión de productos -

con los niveles de contaminación enoontratIng 
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Figura 15 :Soluciones estándar de patulina. 

Soluciones estándar de patulina en acetato 
de etilo-metanol (10:90); cramatógrato de 11  quidos Varias 5000; detector W VMri-chram 
277 nm, sensibilidad 0.01; columna Micrcpak 
MCM-10: fase móvil' agua tridjestilada a 1 11/ 
sin: temperatura 25% premien 90 atar vsko- 

eiciad de carta 0.25 ce/ n. 
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Figura 16 :Néctar de manzana adicionado con 
patulina. 

Análisia de néctar de manzana 	cromatóqrsfo Variar 5000:Detector 
UY Taxi t rosa 277 nm, sensibilidad 0.01; columna Micropak nwa-loi 
fase móell agua a 1 ml/míni temperatura 25.C, presión 90 ata, área 
del pico 3.99 cal2  concentración: 150.89 rq de latulina; velocidad de 
CirtA 0.25 ~sao. 

Cm. 
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Figura 17 :Néctar de manzana adicionado de 
patunna. 

Abillais de néctar de mangana 'V', crametdeirafo Varias 5000, detec-
tar tisrVari-Chrom a 277 me, sensibilidad 0.01; colmena Micropek --
18:3-10, fase mdwil agua a 1 aliaini t.eaveratura 25'1C, presida 0.090 
ata; área del pico 2.81 ce2, cancentracidn 107.5 in patelina Velo- 
cidad de carta 0.25 cm/min. 	 1 
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F tg ra 18 : Jugo de manzana 

amílisis as jugo de maseana.F400 coctaminado: cromatógrafo Varias 
5000, detentar Vi Mari-chrom a 277 ea, sensibilidad 0.01; colmena 
liacropek 01:11-10; fase abril: agua a 1 al/gin; temperatura 25°C, pre-
sida",  90 ate; área: debajo de la mínima cantidad detectable, velo-
cidad de carta 0.25 ce/min. 
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FicipJra 19 : Náctar de Pera 

~dala de lactar de pera 'Z'; croustégrafoVeriaa 5000; detector 
O, Vezi-circo a 277 ala. assaibilidad 0.01; columna Micrepak MCI 
10; fase :Mil agua a 1 al/ain; teuperatera 25sC, presedadw90 atas 
emes debajo de la mínima cantidad detectable; velocidad de carta - 
0.25 culada. 
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Figura 20 	CO-inyección de jugo de manzana y 
solución estándar de patulina. 

jai la de Jugo de manzana "D y solución estándar de patulina inyec 
tales al mimo tiempo, a la izquierda se muestra el crometograma del
extracto de jugo sin adicionar; cromatágrafo Varían 5000; detector - 
UW fati-chrom a 277 am, sensibilidad 0.01; columna Micropek MCM-10 - 
feee máwilt agua a 1 al/saín; temperatura 25*C. presión ..90 atas  ---
área 1.53 om2, concentraci6n: 58.86a, velocidad de carta 0.25 cal/ 
min. 	 1 



Figura 21 : Jugo de manzana 

u\
I
, 

IS «a - 
II mime 

analista die jugs !ti asma" 	crammtógrafo Varían 5000: ~actor 
Of Veri-daras a 277 as, oenalbilided 0.01: coligan& Micro:1~ Mea 10: 
!ase móvil agria e 1 n1/alai tamperarera 25,C, presión.% eta: área 
0.46 cal, onasentsación: 25.426ft valor-1~ de carta: 0.25 ~ala. 



Figura 22: Néctar de manzana 

daéllaie de déctar de magma -r, crcaetégrefo.Varian 50001 detectar 
Uf Variebrawr a 277 2R4 seasibilidad 0.01, calima lact~ ICW-10 --
teas abril alma a 1 aliadal temperature 25. C, presiéa p,10 atas --.... 

. fosa 0.375 cal, coaceatracida 14.726 "ni velocidad de carta 0.25 



Figura 23 . Producción de patulina por Pe- 
nicillium 	ap, 	in vivo. 

Mínale de manganas afectadas por P. 	up. cromatagrafo ~cm 
5000, detector U, Wari-chrma a 277 ne, sensibilidad 0.021 columna Mi-
ocopek OCW-101 Lime mdwil agua a 1 al/misa temperatura 25•C; predi& 
do 90 ata! área 4.6 &, concentraci6n 351.0515p velocidad de carta 
0.25 cmisda. 



Tabla 9 

Datos para curva patrón de patulina. 

2* 
x(cantidad de tulipa en hig ) y (área en ce ) Coef. variabilidad 

	

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 correlación: r 	0.99892217 

0.00282368 

im 0.005313835 

Limite de detección con 99% de eeceFidad 0.00451 pq de patulina 

cuusidereado que se emplearon 5 al de muestra, el vollImmn final del 

extracto fui de 100 fi y se inyectaron siempre 10 pa de este extrec 

te, el limite de detección de la técnica luir de 9.02J5 o mee, un 
1 tres alniaa detectadle de 0.2917 cm2. 

del área (%) 
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Tabla 10 
Región de Working-Hotelling para la ecuación de regresión de la 
curva de calibración. 

  

 

(pg patulina) 	Intervalo da confianza * Ou0.05) 
pare el área 

  

 

0.0031 

0.0034 

0.005913 

0.00604 

0.00617 

0.00617 

0.00617 

0.00637 

0.00736 

0.01 

0.02 

0.06 

(0.1440, 0.2451) 

(0.1651, 0.2654) 

(0.3461, 0.4401) 

(0.3503, 0.4442) 

(0.3594, 0.4530) 

(0.3594, 0.4530) 

(0.3594, 0.4530) 

(0.3733, 0.4666) 

(0.4836, 0.5339) 

(0.6260, 0.7144) 

(1.3095, 1.4096) 

(3.9686, 4.2654) 

    

Al 95% de confianza. 111 valor de F da Snedecor utilizado fui: 

  

 

al r
2,10,0.05 4.10 	»O. (44) 

    

       

       



Varia:sea entre duplicados 
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Tabla 11 

% de recuperación da la técnica de extracción. 

Experimento Analista* 

A 	(% r) (%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 70.79 8 75.80 79.12 

76.3511 

+ 2.352 

rA 	,• 
% variabilidad: ad x 100 - + 3.00 

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

Análisis de varianza de los resultados del % de recupstacieln de la 
técnica de extracción. 

Analista 
Experimento A 	(%) 8 	(%) 

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 a 75.80 79.12 154.92 

609.65 612.06 1221.71 

r • Ez)2 	93285.95 c --rg- 

lit =En1  a  - ro - 84.79 

lid.(5)2  + 	x2)24,... - Pc A. 40.51 

 

analistas 

 

8a  w (EzA )
2 
 + (11x9 )

2 	
Pc A. 0.36 

*over lasatos 

1 
jrusiofts 40 ~lamas G1.4. 	Q! 

40.51 
0.36 
43.92 
84.79 

))1.2. lo har diferemcia significativa  

rcalc
1  
LP. S% P.1% 

1.8 
31.1 

ilwettamtce 	I  7 

Iseálmal 	7 
20tal 	15 

	

5.78 	0.92 

	

0.36 	0.057 
6.27 
5.65 

4.5 
n.s 



Tabla 13 

Tiempo de retención y área promedio correspondiente a petuline en e1 
antillas de nictar de manzana. 

Nuestra 
• 

tr (ain) Intervalo de 
confianza --
(42K:0.05) 
(min) 

álíit (cm2),* Intervalo 
de confian-
za 4CX:0.054 
(cm ) 

Al  

A2 
A3 
A4 
As  

a
6 

k7 

ha 
a9  

a11 
112  

:1 

52 3 
I4 
115  
a 
a7
5 

 
8 

á' lo 
1:11 

x13 

W C** 
• 

M.C. 
• • 

W.C.  

24.0 (23.966,24.034) 0.035 
24.0 (23.932,24.068) 0.100 
23.6 (23.306,23.894) 0.110 
23.8 (23.630,23.964) 0.110 
23.8 (23.607,23.992) 0.320 
23.8 (23.652,23.947) 0.400 
23.8 (23.630,23.969) 0.403 
23.6 (23.441,23.758) 0.525 
23.7 (23.347,24.053) 0.550 

M.C. 
M.C. 

• 

M.C. 
• 

M.C. 
• 

M.C. 
• • 

M.C. 
• 

• 

W.C. 
• 

23.8 (23.710,23.890) 0.175 
23.8 (23.652,23.947) 0.210 
23.8 (23.709,23.890) 0.320 
24.0 (23.932,24.067) 0.338 
23.6 (23.396,23.803) 0.720 
23.8 (23.618,23.981) 1.02 

(0.0327,0.0372 

(0.0920,0.10291 

(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 

• z. 

(0.1682,0.181e) 

(0.2005,0.211M 
(0.3166,0.3233 
(0.3323,0.3434, 
(0.7154.0.72451  
(1.0120,1.02M 

• n 3 en todos los caeos ** W.C.Wo característico 
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Tabla 13 (cont.) 

Nuestra 	i:x. (sin) 	intervalo de áfíi (cm`) intervalo de con— 
confianza - 	fía5za (CC:0.005 
(0e:0.05) - 	(ce ) 
(ein). 

1
1 	

N 
11.0 
.0 

C
2 

N.0 
C 

 
N.0 

C4 	11.0
C
5 

W.0 
C
6 W.0 
C8
7 

W.0 
c 

 
W.0 

C 11.0 
C10

11.0 	
•••••=•• 	 ••••M••• 

C

11 

N.0 
C12 	

W.0 
013 24.0 	(23.909,24.090) 	0.16 	(0.1481,0.1713) 
C14
15 

24.0 	(23.909,24.090) 	0.250 	(0.2454,0.2545) 

C
16 	

24.0 	(23.920,24.079) 	0.389 	(0.3738,0.3992) 

D
I 
D 
DI 
D
4 
D5  
D 

 

D
6 

D8 
7 

0
9 
D 
D
10 

D
11 

D
12 
13 
D
14 
D15 
D 
D
16 

D117  
0 
18 
D20 

W.C. 
11.0 
W.0 
W.0 
11.0 
W.0 
W.0 
11.0 
11.0 
23.8 
24.0 
24.0 
23.8 
24.0 
24.0 
24.0 
23.9 
23.8 
24.0 
24.0 

_--- --__ 
---- 

---- 

(23.585,24.015) 
(23.943,24.056) 
(23.932,24.068) 
(23.709,23.809) 
(23.886,24.113) 
(23,920,24.079) 
(23.920,24.079) 
(23.809,23.990) 
(23.596,24.003) 
(23.920,24.079) 
(23.8913,24.102) 

0.105 
0.105 
0.180 
0.200 
0.213 
0.255 
0.280 
0.300 
0.350 
0.842 
0.879 

(0.0948,0.1152) 
(0.0971,0.11291 
(0.1709,0.1890) 
(0.1909,0.2090) 
(0.2062,0.2197) 
(0.2470,0.2629) 
(0.2743,0.2156) 
(0.2943,0.3056) 
(0.3420,0.3579) 
(0.8261,0.11578) 
(0.8677,0.8903) 



94 

Tabla 13 (=Int.) 

~etre 	ir (mi») 	Intervalo de 	brea (m2) Intervalo 
confianza -- 	confianza 
(cc:0.05) 	(Cti 0.05) 
(ain) 	 (mi ) 

1 11.0 
".•~•=1~.•• 

12  23.9 (23.809,23.990) 0.219 (0.2048,0.2292 

3 24.0 (23,932,24.067) 0.239 (0.2272,0.250) 
84 23.8 (23,790,23.409) 0.250 (0.2365,0.2635 
15  24.0 (23.920,24.079) 0.300 (0.2909,0.3090) 
Es  24.0 (23.920,24.079) 0.370 (0.3592,0.3802) 

24.0 (23.894,24.102) 0.475 (0.4648,0.4852) 
24.1 (24.032,24.167) 0.495 (0.4425,0.5074) 
24.0 (23.943,24.056) 0.495 (0.4825,0.5074) 
23.8 (23.596,24.003) 0.950 (0.9273,0.9726) 



97 

Tabla 14 
Tiempo de ~mi& y área promedio correspondiente a patulina en el 
anklisla de Unto de manzana. 

Intervalo de 	area (cm2)* Intervalo de 
confianza -- 	confianza 
(at0.05) 	(0=10.05) 
(min) 	(ces ) 

Muestra 	tr (min)* 

D3 
D4  
D
D5 

 

6 

N.0 
0.0 
0.0 
M.0 
24.0 
24.0 

(0.1288,0.1492) 
(0.2265.0.2514) 

(23.932,24.067) 
(23.909,24.090) 

0.139 
0.239 

r 
r2  
r: 

G1  O 
G2  
G3  

6
G4  ` 

:8  

• n • 3 

11.0 
• 

•M•10. 11.0 
o •• 

11.0 ••••••~••=1~ ••~f~.• 

23.8 (23.709,23.890) 

-••••~1.•••••• 

0.345 (0.3348,0.3552) 
24.0 (23.921,24.079) 0.375 (0.3648,0.3852) 
24.0 (23.909,24.090) 0.389 (0.3810,0.3969) 
24.0 (23.909,24.090) 0.389 (0.37,9,0.39110) 
23.8 (23.698,23.902) 0.435 (0.4248,0.4451) 
24.0 (23.921,24.079) 0.455 (0.4448,0.4652) 
24.0 (23.943,24.056) 0.510 (0.4896,0.5303) 
24.0 (23.932,24.068) 0.650 (0.6375,0.6624) 

111.0 

41* IS.C. no carecterietico 



Tabla 15 

Tiempo Os retención y área promedio correspondiente a patulina en 

el análisis de néctar de Pera. 

Muestre ir (sin) * Intarvelo de Aria (cm2)* Intervalo de con- 
confianza - 	fianza (a:12.05) 
(40C:0.05) 	(cm2) 
(an) 

W.0 
••••• • 

W.0 
•• •.• 

W.0 
• I••~• - 

W.0 
W.0 

~••••••• 

//X 
~Olm• ••••=.1•10.~. 

11.0 
23.11 	(23.687,23913) 	0.150 	(0.13116,0.1613) 

p.c 
,••••••=•• 

no 3 

" W.0 sa caracterleitico 
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Tabla l b 
Interpolaciée en la curva de callbraci6n de los valores de área de 
las muestras analizadas. • 

*matra a* (ca2 ) 
Néctar de manzana 

(pg  rta-3) 
(C£ :0.05) 

Intervalo 
estimado 	(mg x 10-3) 

As  
A9  
A 
10 
11 A
12 

410 I 
812  
113

12 

 

C16 

D17 D18 0
19 020 

Es 
E 
El  

1 
 

E
10 

(0.3155, 
(0.3933, 
(0.3965, 
M.5205, 
(0.5411, 

(0.3133, 
(0.3269, 
(0.7111, 
(1.0045, 

(0.3691, 

(0.2899, 
(0.3345, 
(0.8110, 
(0.8569, 

(0.2823, 
V3.2501, 
(0.4551, 
(0.4707, 
(0.4707, 
(0.9058, 

0.3244) 
0.4066) 
0.4074) 
0.5294) 
0.5588) 

0.3266) 
0.3490) 
0.72811) 
0.5588) 

0.4088) 

0.3110) 
0.3654) 
0.8729) 
0.9011) 

0.3176) 
0.3891) 
0.4949) 
0.5193) 
0.5193) 
0.9942) 

4.91931 
6.07981 
6.12333 
7.89309 
B.25575 

4.91931 
5.18043 

10.7218 
15.0736 

5.92024 

4.62919 
5.3545 

12.4915 
13.0283 

4.62919 
5.64463 
7.16778 
7.45791  

7.45791 
14.0582 

(P:0.90, 
CX:0.05) 

	

(4.225, 	5.575) 

	

(5.350, 	6.762) 
(5.425, 6.525/ 
(7.200, 8.562) 

	

(7.400, 	8.925) 

	

(4.187. 	5.600) 

	

(4.380, 	5.925) 
(10.000,11.400) 
(14.350,15,875) 

(5.000, 6.800) 

	

(3.825, 	5.3875) 
(4.500, 6.150) 
(11.450,13.500) 
(12.150,13.950) 

(3.750, 5.750) 
(4.725, 6.500) 
(5.750, 8.025) 
(6.475, 8.425) 
(6.475, 8.425) 
(12.850,15.350) 

" 8610 se muestran los valores para muestras que presentaron pi-
cos con tr característico de patulina y cuya iras fui mayor o 
igual a 0.2917, área correspondiente al limite ds detección. 

In' y Intervalo estimado para el área con P:0.90 y cr:0.05 (ver 
figura 14). 

frim 22 valor estiáado de concentración de patulina por interpola 
cien en la ecuación ds regresión. 



Tabla 16 (cont.) 

Jugo de manzana 
^ libeetze 	Vi(c.

2 
 ) 	X 1139 x 10

-3
) 	interven,  eatilludo (pg z 

10-3) (P:0.90 Ct :0.05) 

!I 
P 

04 

G 07  (1  
-e  

(CC:0.05) 

(0.3251,0.3649) 5.28197 
(0.3551,0.3949) 5.71716 
(0.3735,0.4044) 5.92024 
(0.3713,0.4066) 5.92024 
(0.4151.0.4549) G. 

 
6.58753 

(0.4351,0.4749) 6.87766 
(0.4702,0.5498) 7.67551 
(0.6257,0.6743) 9.70637 

MG-tarde Per* 

No ee sacontr6 contaminación 

( 4.3625,6.1500) 
( 4.8125,6.5875) 
( 5.0625,6.7250) 
( 5.0375,6.7375) 
( 5.6500.7.4750) 
( 5.9750,7.7500) 
( 6.4750,8.8000) 
( 8.7750.10.6250) 
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Tabla 17 

Concentración& patulina en las muestras analizadas. 

Néctar d* manzana 
Muestra 	pagil de suestrif(CC :0.05) 	Intervalo estimado gug/1) 

(P. 0.90 Cr 0.05) 

As  
Al  

:1°  

a10 
111 

s13 

C16 

D1• 7 
1• 8 

2• 0 

571  

210 

12.886 ( 
15.926 ( 
16.040 ( 
20.676 ( 
21.626 ( 

12.e86 ( 
13.570 ( 
28.086 ( 
39.485 ( 

15.508 ( 

12.126 ( 
14.026 ( 
32.721 ( 
34.127 ( 

12.125 ( 
14.786 ( 
18.776 ( 
19.536 ( 
19.536 ( 
36.825 ! 

11,067, 14.604 ) 
14,014, 17.714 ) 
14.210, 17.092 ) 
18.860, 22.429 ) 
19.384, 23.379 ) 

10.969, 14.669 ) 
11,473, 15.520 ) 
26,195, 29.862 ) 
37.590, 41.584 ) 

13.097, 17.812 ) 

10.019, 14.112 ) 
11,788, 16.110 ) 
29.993, 35.363 ) 
31.827, 36.542 ) 

9.823, 15.062 ) 
12.377, 17.027 ) 
15.061, 21.021 ) 
16.962, 22.070 ) 
16.961, 22.070 ) 
33.660, 40.209 ) 

Valores correlacionadoe con el volúmen de muestra, volfsmen de 
~celta y 8  de recuperación de la técnica de extracción 
(716.354) 
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Tabla 17 (cont.) 

Jugo de Manzana 

~etre 
• 

p9/1 de muestra (Ot0.05) Intervalo estimado (pg/1) 
(P. 0.90010.05) 

13.036 ( 11.427, 16.110 ) 
14.976 ( 12,606, 17.256 ) 
15.500 ( 13.261, 17.616 ) 
15.500 ( 13.195, 17.648 ) 
17-156  ( 14.800, 19.580 ) 

6 18.016 ( 15.651, 20,301 ) 
20.106 ( 16.961, 23.051 ) 
25.425 ( 22.986, 27,832 ) 

liletar de Pera 

No se encontr6 coptaminacito. 
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos se pueden generar las 

siguientes conclusiones: 

1.- El hongo patógeno aislado de manzanas demostró su ca 

pacidad para producir patulina, sobre manzanas y en medio ar-

tificial. 

2.- Las condiciones de análisis utilizadas, fueron id6--

neas para la determinación de la micotoxina en los productos-

seleccionados, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo. 

3.- Los tratamientos estadísticos empleados contribuye--

ron e la elucidación del límite de detección de la técnica 

(9.2 ug/1 de muestra) y a presentar los resultados con una 

confiabilidad del 95%. 

4.- El nivel de contaminación con patulina en los pro---

ductos analizados fué bajo: 9.2 a 39.5 ug/1 de muestra. Estos 

resultados fueron inferiores a los límites estipulados en los 

parees en que se considera a esta toxina dentro de la legisla 

ci6n para alimentos. 

5.- La proporción de muestras contaminadas en relación -

al total de mu~ras analizada: fu:, pequeZa: 28.20% de néctar 

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

6.- El rango de concentración de la toxina en néctar de-

manzana fué ligeramente mayor al encontrado en el jugo de man 

sana aún en la misma marca, lo que se puede explicar por el - 
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uso de mayor proporción de la fruta (pulpa y jugo) utilizada 

en la elaboración de néctar. 

7.- Le calidad de los productos analizados es buena en-

relación a la contaminación con patulina. Considerando los -

niveles en los cuales ejerce sus efectos tóxicos, su ing-es--

tidn es prácticamente sin riesgo. 

8.- La determinación de la micotoxina puede emplearse -

como Indice de calidad de la materia prima, sobre todo en el 

aspecto de sanidad de los frutos empleados. 
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RECOMENDACIONES 

1.- La calidad de las manzanas y peras utilizadas en los 

productos analizados, es buena, pero sería recomendable opti-

mizar el procedimiento de selección y limpieza de la materia-

prima a fin de eliminar la contaminación con patulina en el -

producto final. La eliminación de la cáscara por pelado alca-

lino (75) podría ayudar también en este punto por la poca es-

tabilidad de la toxina en pH básico. 

2.- En vista del probable amplio rango de susceptibili—

dad individual humana a las micotoxinas (10), es muy difícil-

estimar le dosis de máxima seguridad de ingestión de éstes. - 

Un análisis más extenso y profundo de los alimentos hará posi 

ble elucidar le extensión en la cual la dieta humana está con 

taminada con micotoxinas y permitirá, mediante correlaciones-

ingestión-efecto, determinar esa dosis oáxima,adomás !a conti 

nuación de estudios de este tipo permitirá conocer las impli- 

caciones toxicológicas que pueden originarse de la ingestión-. 
da productos aparentemente seguros. 
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ANEXO 

Interpretación estadística de los resultados. 

Los estIndares externos se usan cozunmente en la ---

práctica analítica. En muchos métodos, el analista usa -

una curva de calibración lineal o curva patrón obtenida -

de la medición de estándares, para estimar la concentra-

ción de una muestra desconocida; en la cromatografía de -

líquidos de alta presión se realizan determinaciones cuan-

titativas utilizando una curva de calibración donde la --

respuesta en érea bajo el pico se grafica cono una función 

de la concentración. La línea que pasa por los puntos re-

presentativos se denomina línea de regresión, esté línea es 

~estimación de la línea de calibración verdadera. Puede 

predecirse que cualquier nuevo estándar dará una señal que 

caeré en la vecindad de la línea obtenida, no necasariamen 

te coincidir& con esa línea,esto se debe a que la línea de 

calibración es un estimado de le línea verdadera y que para 

un contenido dado, la señal de respuesta correspondiente -

no emule un valor fijo sino que se distribuye al azar alrede 

dor de un valor medio y esta distribución no se conoce con 

exactitud' en otras palabras la incertidumbre se debe a la 

falta de información y a la falta de reproducibilidad per-

fecta inherente al método. 

Los puntos más importantes de la construcción de una 

curva de calibración son: 

a) La elección del tratamiento matemático para el me-

jor ajuste de le línea recta para los datos de calibración. 

b) La determinación del límite de detección. 

c) La determinación de la confiabilidad de los resul-

tado* en base a los datos obtenidos 



El tratamiento matemático más utilizado en estos ca--

sos en el modelo de regresión de una ecuación con el esti-

mador de mínimos cuadrados, cuyo principio consiste en la 

elección de los valores de loe coeficientes de regresión - 

(aybde la ecuación y - bx *a) que minimizan la suma 

de las desviaciones al cuadrado entre los valores observa- 

dos y los estimados de Y: 	e' donde e 	y 	/.  
i4 

La línea de regresión se calculó en este trabajo por 

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

La línea de regresión: 

y a tIX • d 
Donde 

toritXyi -y)  

111 -7(  
La correiación entre el área 

(I) 

bSt 

y la concentración se mi 

dió por el coeficiente de correlación lineal r: 

-RXyi  -y) 

(x 	 s Ziy. I  

Dna vez determinada la ecuación de regresión se esta-

blecen varias limitantes; en este punto se han propuesto --

tres niveles: 

a) Limite de decisión: que es la respuesta del instru-

mento arriba del cual una sedal puede ser reconocida lo --

suficiente para ser detectada. Con este limite uno puede -

decidir si &I resultado de un análisis indica la presencia 

o ausencia de la sustancia buscada. 

b) Límite da detección: que es el nivel de señal neto 

que puede esperarse que conduzca a la detección, en un pro-

cedimiento analítico dado, es el Límite en el cual puede -

confiarse la detección del anslito problema. 



c) Límite de determinación, el nivel al cual la preci-

sión de la medición es satisfactoria para análisis cuanti-

tativo (21). 

En ambos lados de la línea de regresión, pueden dibu-

jarse dos límites de confianza, con un nivel de confianza 

CC escogido a priori. El ,ratamiento matemático fué des--

crito por Working y Hotelling en 1929 (23); la línea de --

regresión y sus dos límites de confianza representan una -

síntesis gráfica de nuestro conocimiento sobre la relación 

entre contenido y señal. Con ella podemot. predecir con un con-

tenido atén no explorado rendirá una señal que caiga dentro 

de la banda de confianza y hacer esta predicción con ----

1 -« de probabilidad. En general, la anchura de la banda 

de confianza depende de: la dispersión de las señalas para 

un contenido dado, el conocimiento que tengamos de esa die 

persl6n y el grado de incertidumbre sobre la verdadera po- 

sición de 	la línea de calibración. Los límites de con--

fianza, no representan la dispersión de las señales sino -

nuestra capacidad para predecir valores probables para las 

señales. (El) (ver grífica IV de la sección de resultados). 

En este caso el procedimiento seguido para la deter-

minación del límite de detección y las bandas de confianza 

fui el siguiente: 

La linea de regresión (I) se resolvió para una concen 

tración de cero para determinar un área de pico que es la 

esperada para un valor blanco (un valor blanco es aquel --

que no contiene la sustancia en cuestión), este valor co—
rresponde al perímetro a de la ecuación (I) , se calcularon 

141 11..mitias da 44i:fianza, éstos se derivan de la col...gide-

recién de que cualquier valor y correspondiente a un valor 

dado x tiene una distribución gausiana alrededor de su va-

lor calculado Y, los límites de confianza a cualquier pun-

to x se expresan cono: 



(V) 

y* • b(x-i) t1,177 

t:corresponde a la probabilidad 1 -Ce para loa limi-

tes superior e inferior. La varianza de y: V (y) es la su-

me de la variante de y más la varianza residual. 

V(y):: V(9.13(x -R))• C" 
	

(IV) 

ugh: 

vey): 

La varianza cr2 puede reeeplazarse por su estimado S
2 

y entonces quede: 

Y zrY•bix-intstlio.0   2 
	

(VI) 

rel 
Zn particular para x s 

ye: .bic •st 1.1. 	 (VII) 
n (x-702  

superior  
Ye es el limite superior de predicción en el blanco 

al 99%, o 'limite de decisión,t se calculó de las tablas de 

t de student con n-2 grados Ze libertad y CC •0.01. TI,  -- 

es el límite inferior de predicción y esta dado por: 

y= y *1)(35-R) 	 (VIII) 

W ' 
E. limite de detección se calculó por comparación de 

estos dos limites de predicción. los límites inferiores - 

de'confiansa de compararon con el límite superior en *I - 

blanco hasta que se encuentra un limite inferior que fui 

mayor o igual al límite superior de predicción en el blanco. 

esto se realizó sustituyendo los valores de ip en le ecua-

ción VIII hasta que igualaron o superaron el valor de 1c. 



4». 

por: 

a•bx1 2F 	
52 

olí. Ex: --31)11    

í 
30 n tx2_( t xikji  

izt 1 	% im 

el valor de Xp que produjo esto fué X D, el 1£mite de detec-

ción, gr‘ficamente es más fácil visualizarlo: 

Lfrriite ~ro. 

Liika 1♦ r 	. 

L;w1iiil inferior. 

Y 

Y 

YC 

La región de confianza para la línea entera está dada 

donde P se encontró en las tablas de Snedecor (.4) coa 

al n-2 grados de libertad ya - 0.05, este es el interva-

lo de Working-Sotelling, que es una generalización de las 

ecuaciones (VII)y (VIII), ya que estas son sólo válidas pa-

ra un valor preseleccionado de Xi, mientras que este es vá-

lido para cualquiera que sea el valor de X. 

La región de confianza sobre la línea puede estrechar-

se limitando el rango de la variable z ( C < X < C ) para -

la cual se requieren futuras predicciones, así loe nuevos -

valores fueron: 

eutbxtLW 

. 

X 

( Z  ) 



donde L es una constante que se encontró en la tabla 

2  de (te), esta constante L es función del rango escogido:  

en nuestro caso se encontró un valor de 0.89 para un inter 

velo 0.004C X < 0.015. 

Para el problema inverso, o sea el determinar la con-

centración dada una £rea, se estimó el valor de la concen-

tración x por : 

x 	 (XI) 
b 

Y se mantuvo la región de Morking-Notelling para la 

Une. entera. 

Para dar resultados de estimación de concentración -

confiables se usó el método de Lieberman,Miller y Namílton, 

que construye un intervalo de confianza 100P% para la res-

puesta real 	basada en las observaciones futuras y da-- 

das por Y t Zp Oh2 donde Zp es la desviación normal. 

Debido a que o se desconoce, el límite superior de --
confianza 100 (1-4072) % eett dado poni 

411 
 use 114 	(x II) 
7ka  Liga  

Donde knia 	es el valor de la distribución chi - 

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

-ya  

yIzp use 
X .44 

 

Ocull 

contemdrIn el valor verdadero yk 100 P% del tiempo Y 

esta proposición esta hecha con 100 ( 1-0C/2) % de con--

Mina* (**). (ver diagrama 6) 
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