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RESUMEN

La micotoxina patulina representa un peligro potencial para la salud, sin embargo en
México no existe una reglamentacion sobre la incidencia de esta toxina en el alimento. El
objetivo de este trabajo fue la deteccion de patulina en manzana “Golden Delicious” de la
central de abastos de la Ciudad de México, las bodegas de Atizapan y el mercado del
Carmen de Cuautitlan lzcalli, Edo. de México; asi como en productos derivados de
manzana (mermelada, refresco, jugo, fruta deshidratada y sidra) comerciales y
artesanales. Para ello se hizo un muestreo de acuerdo a la procedencia del mercado y el
tipo de venta: a granel o en caja y para los productos se obtuvieron muestras en centros
comerciales de Cuautitlan Izcalli y de Zacatlan, Puebla. El almacenamiento refrigerado de
las manzanas se llevd a cabo durante 56 dias, donde el mercado de Carmen de
Cuautitlan Izcalli demostr6 mas casos de pudricion (83 %), seguido de las bodegas de
Atizapan (20 %) y finalmente la central de abastos de México (13 %).

El porcentaje de manzanas aisladas con Penicillium spp fue de 39% para la central de
abastos de la Ciudad de México, 36% para el mercado del Carmen y 13% para las
bodegas de Atizapan, donde la mayor frecuencia de Penicillium spp fue observada en el
tipo de venta a granel, misma tendencia que se dio en la determinacion de patulina,
obteniéndose un 8.6 % de muestras positivas en total. Las especies identificadas fueron
P. expansum, P. solitum, P. brevicompactum, P. chrysogenum y P. aethiophicum,
atribuyendo una presencia aproximadamente del 50% para el primero y el 50% para el
resto de las especies, por o que en las manzanas se presentan otro tipo de especies
productoras de toxinas que representan un riesgo de salud y econdmico. Las
concentraciones de patulina, determinadas por cromatografia en capa fina, estuvieron en
un rango de 1 500 a 30 000 pg/kg y de 6 000 a 90 000 ug/kg para aquellos determinados
por espectrofotometria, superando de 100 a 400 veces mas los limites permitidos por la
FDA y Codex alimentarius de 50 ug/kg. En lo que respecta a los productos derivados de
manzana, éstos no presentaron patulina.

Finalmente, la calidad sanitaria de las manzanas no es favorable a largo plazo en los
diferentes centros de distribucion fruticola. Por lo tanto, si se encuentran bajo condiciones
favorables de crecimiento del hongo (humedad y temperatura), aumenta la probabilidad
de pudricién y en consecuencia la sintesis de patulina, representando un peligro para los
consumidores. Para evitarlo es necesario aplicar alternativas de limpieza y tecnologias en

la postcosecha de las manzanas.
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La manzana es una de las especies de fruta dulce de mayor difusién a escala mundial ya
que resiste las mas bajas temperaturas. En México la produccion de manzana se
encuentra claramente concentrada en los estados del norte, en particular Chihuahua el
cual aporta mas de las dos terceras partes de la produccion (SAGARPA-UNIFRUT, 2013).
La manzana “Golden Delicious” es un fruto de calibre medio a grueso, su piel es verde
amarillenta que vira a amarillo dorado y con lenticelas aparentes de color pardo (Mateo,
2005). Es una fuente discreta de vitamina C y es rica en fibra. Ademas se le atribuyen
extraordinarias propiedades dietéticas debidas, en gran medida, a su contenido en
compuestos fitoquimicos, especialmente flavonoides (Gil, 2010), entre su contenido
mineral sobresale el potasio (Alimentaciénsana, 2013). Sin embargo, si la manzana no
lleva un adecuado cuidado en la postcosecha es probable que se generen ciertas
fisiopatias y enfermedades (INFOAGRO, 2013). La humedad muy alta puede causar
susceptibilidad adicional a algunas pudriciones (Hall y Arango, 1968).

El hongo Penicillium expansum causa la podredumbre de almacén denominada
comunmente como moho azul cuyas manifestaciones externas tipicas son lesiones
ligeramente deprimidas que se extienden con rapidez. El tejido podrido tiene una textura
aguanosa y una coloracién clara (Smith et al., 1988). El patégeno infecta a través de
heridas, ocasionadas por insectos o por la incorrecta manipulacién de la fruta durante la
cosecha. Ademas, también se producen pudriciones por el contacto directo de frutas
contaminadas con frutas sanas (Anguiano, 2012).Cuando la fruta se deteriora, favorece al
crecimiento del moho y la elaboracién de patulina, la cual es una micotoxina (Anderson,
2005). Normalmente la mayor produccién se produce bajo condiciones sub—o6ptimas y de
estrés debido, por ejemplo al agotamiento de los nutrientes principales, por lo que el
hongo para sobrevivir, necesita utilizar los metabolitos resultantes (Valle, 2010).

La patulina puede producirse entre 0 y 25 °C, pero no a 31°C, siendo el éptimo a 25 °C
(Soriano del Castillo, 2007) y se encuentra en diversas frutas, pero mayormente en
manzanas, donde es mas susceptible la produccion de dicha toxina. Los efectos
ocasionados por la micotoxina pueden ser: edema cerebral y edema pulmonar con
procesos hemorragicos y danos capilares en el higado (Soriano et al., 2002). En Francia,
algunos estudios demostraron que entre 30 y 62% de manzanas almacenadas en

refrigeracion fueron infectadas por P. expansum. En Canada y Estados Unidos, la
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podredumbre azul es la enfermedad mas importante de manzanas almacenadas (Morales
etal., 2010).

La patulina pertenece a la corta lista de micotoxinas reguladas en gran variedad de
paises. En México no existe una reglamentacion sobre la incidencia de esta toxina en el
alimento. El hongo productor de la micotoxina puede desarrollarse en el interior de la
manzana, no siendo evidente su presencia a simple vista, por lo que se ha reportado la
contaminacién con patulina en jugos y papillas de manzana elaboradas con frutos
contaminados (Anguiano, 2012).

Existen varios métodos para determinar patulina como cromatografia en capa fina,
espectrometro de masas, espectrofotometria, cromatografia de gases con espectrémetro
de masa y ultimamente el método mas frecuente es la cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion de luz ultravioleta (Moukas et al., 2008).

Por otra parte existen diversos métodos para controlar el crecimiento de Penicillium, el
mas comun es el uso de fungicidas, de agentes antagonistas y atmdsferas controladas en
donde se utilizan altas concentraciones de CO, vy bajas concentraciones de O, en
combinacién con el almacenamiento en refrigeracion para extender el tiempo de vida util
de alimentos frescos. Sin embargo algunos estudios revelan que el Penicillium expansum
es resistente a altas concentraciones de CO, e incluso en concentraciones de 12 % no es

completamente inhibido (Morales et al., 2010).
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1. ANTECEDENTES

1.1 MANZANA
El manzano es una especie silvestre que crece en las partes templadas y se encuentra

principalmente en las regiones montafiosas poco elevadas (Jines, 1996).

Sobre su posible origen, algunas investigaciones indican que su consumo data de la edad
de piedra en la zona centro de Europa. El manzano fue introducido en Espafa por los
pueblos del norte de Africa y durante el proceso de romanizacién de la peninsula. En el
siglo XVI, los conquistadores esparioles extendieron el cultivo de la manzana al nuevo
mundo y, cien afios después, desde Iberoamérica, el manzano emigré a América del norte
y posteriormente a Africa septentrional y Australia. La facilidad de adaptacion de este
arbol a diferentes climas y suelos, el valor nutritivo de sus frutos y la resistencia a las mas
bajas temperaturas permiten cultivarlo a gran escala en todos los paises de clima
relativamente frio ( SAGARPA-UNIFRUT, 2013).

1.1.1. DESCRIPCION
El manzano pertenece a la familia Rosacea y a la especie Pyrus malus L.; presenta las
siguientes caracteristicas ( SAGARPA-UNIFRUT, 2013).

e Porte: alcanza como maximo 10 m de altura y tiene una copa globosa. Tronco
derecho que normalmente alcanza de 2 a 2.5 m de altura, con corteza cubierta de
lenticelas, lisa, adherida, de color ceniciento verdoso sobre los ramos y escamosa
y gris parda sobre las partes viejas del arbol y se estima que tiene una vida de
unos 60-80 afios.

e Fruto: son pomos por lo general de forma ovoide, a veces alargada o redonda,
que esconden numerosas semillas de color pardo en su interior. Su piel es casi
siempre brillante y lisa.

e Tamafho y peso: las manzanas mas comercializadas son aquellas cuyo calibre va
desde 75 milimetros hasta los 85 6 mas. Su peso oscila desde 170 hasta 250
gramos.

e Color: los diferentes colores de la piel hacen que se diferencien las frutas en
cuatro grupos: verdes, rojas, amarillas y bicolores. Todas ellas con sabores,

aromas y calidad de su carne diferentes.
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e Sabor: la pulpa puede ser dura o blanda, pero siempre refrescante y jugosa, y su

sabor va desde el muy dulce al muy acido pasando por toda una mezcla de gustos

acidulados y azucarados. La carne es mas o menos aromatica segun la variedad.

1.1.2. VARIEDADES

Existen mas de mil variedades de manzanas en todo el mundo, si bien, la gama que nos

ofrece el mercado es limitada, ya que tan sélo podemos elegir entre poco mas de media

docena de variedades, entre las cuales destacan las que se mencionan en la Tabla 1:

Tabla I. Principales variedades de manzana.

VARIEDAD CARACTERISTICAS

L N

2

“Golden Delicious”

Variedad de origen americano, una de las mas cultivadas en todo
el mundo. Su piel es amarilla verdosa con pequenos puntos
oscuros que se llaman lenticelas y que son los 6&rganos
respiratorios de la fruta. Su forma es redonda y regular. La carne

€s jugosa, crujiente, dulce y aromatica.

¢

“Rome Beauty”

Fruto grueso de forma esferoidal, su cascara es bastante gruesa,
amarilla verdosa, cerca de 40-60 % de la superficie es de un color
intenso. La pulpa es blanca o blanca crema, no muy compacta,
medianamente suculenta y de poco dulce, acidez y aroma, es

decir, de mediana a escasa caracteristica gustativa.

«

“Top red”

Es de color rojo con estrias y tiene una piel brillante. La carne es
consistente aunque puede volverse harinosa con el tiempo y tiene

un sabor dulce.

¢

“Red Delicious”

Es una variedad estadounidense que proporciona frutos grandes y
alargados, de piel color rojo brillante. Su pulpa es jugosa, muy

blanda de sabor dulce, nada acido y muy aromatico.

Fuente: SAGARPA-UNIFRUT (2013).
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Tabla l. Principales variedades de manzana (continuacién).

VARIEDAD

“Starking”

CARACTERISTICAS

Es una variedad de las mas conocidas, procede de Estados
Unidos, siendo una mutacion de la anterior. Su piel es brillante
con estrias rojas y verdosas. Su carne es blanca amarillenta y

crujiente, de sabor dulce.

“Royal Gala”

De origen neocelandés tiene la piel con estrias rojas y naranjas
sobre un fondo amarillo verdoso. Su forma es muy redondeada y
su carne es blanca, crujiente y consistente. Muy aromatica y

jugosa.

“Granny Smith”

Procede de Australia y es facil de reconocer porque tiene la piel
de color verde intenso con algunos puntitos blancos. Es muy
redonda y de carne blanca muy crujiente y jugosa con sabor

ligeramente acido.

“Golden Supreme”

Es de color verde con tonalidades rosadas y de forma globosa.

Su carne es crujiente y jugosa es algo acida y poco aromatica.

“Reineta gris de

Variedad francesa de gran tamafio y forma achatada. Su piel es
gruesa y rugosa, de color amarillo oxidado o grisaceo vy su
pulpa tiene un aspecto viscoso, es jugosa y con sabor

azucarado, con un agradable punto acido.

Canadad”
Es una fruta de tamafo mediano y forma redonda. El color de su
piel esta formado por una combinacién de dos tonos de rojo, o
un rojo y un verde. Su crujiente y jugosa pulpa resulta
“Mcintosh” linealmente acida.

Fuente: SAGARPA-UNIFRUT (2013).
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1.1.2.1. Principales variedades explotadas en México

En México se producen una gran variedad de manzanas, identificandose el estado de
Chihuahua como la entidad en donde se produce mayor cantidad de manzana a nivel
nacional ( SAGARPA-UNIFRUT, 2013).

En el aspecto de produccién comercial, las variedades que mayormente destacan en
nuestro pais son: ‘Golden Delicious’, cuya cosecha se lleva a cabo entre los meses de
Agosto a Octubre, ‘Red Delicious’, que tiene su época de cosecha en los meses de
Septiembre a Noviembre y ‘Rome Beauty'. Adicionalmente se cultiva una amplia gama de
manzanas criollas ( SAGARPA-UNIFRUT, 2013).

1.2IMPORTANCIA ECONOMICA

1.2.1. PRODUCCION MUNDIAL
El manzano es una de las especies de fruta dulce de mayor difusiéon a escala mundial por
proceder de climas muy frios resiste las mas bajas temperaturas, lo que ha permitido
cultivarlo a gran escala en todos los paises de clima relativamente frios, y en particular en
todos los de Europa.
De acuerdo a datos recuperados de la FAO (Figura1), China ocupa el primer lugar de la
produccién mundial con 37 001 590 Ton de produccion; le siguen Estados Unidos,

Turquia, Polonia e India dentro de los primeros 5 lugares (FAOSTAT, 2013).

Millones de
toneladas

40
35
30
25
20
15
10

5
0 L — — —

China Estados Turquia Polonia India
Unidos

Figura 1. Produccién mundial de manzana, periodo 2005 — 2013.
Fuente: FAOSTAT (2013).
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1.2.2. PRODUCCION NACIONAL

La produccion de manzana en México alcanza cerca de 3 mil millones de pesos anuales y
la superficie destinada a este cultivo es de 62 mil hectareas, principalmente en el norte del
pais. Hasta 2011, el volumen de produccion fue de cerca de 600 mil toneladas, sin
embargo en el 2012 se observé una caida de 40% respecto al ano anterior, llegando
apenas a las 375 mil toneladas, debido a la sequia que predominé en la zona norte y que
se reflejo en una caida del rendimiento desde 10 ton/ha en los ultimos diez afnos a 6
ton/ha (Figura 2) (Secretaria de Hacienda y Crédito Publico, 2014).

Miles de Volumen produccién (eje izq) Ton/Ha

toneladas =—#—Rendimiento (eje der)

1,000.00 16.00
900.00 14.00
800.00
700.00 12.00
600.00 10.00
500.00 8.00
400.00 6.00
300.00
20000 +— —F —1 —1 —1 — B BN BN BN N
10000 +— —1 — —1 — — — — 200

0.00 0.00
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figura 2. Volumen de producciéon y rendimiento de manzana en México.
Fuente: SIAP-SAGARPA y Secretaria de Economia (2014).

En el 2013, las mejores condiciones climaticas incentivaron una produccion récord que
fue de 869 mil toneladas con un rendimiento de 14,5 ton/ha y un valor de produccion de
4,265, 295.65 miles de pesos (SAGARPA-SIAP, 2013).

Chihuahua es el mayor productor de manzana del pais, entre los afnos 2009 y 2012
participé en promedio con el 67.4% del volumen y 66.5% del valor generado. Durango,
Coahuila y Puebla son también entidades importantes en el cultivo de esta fruta y en
conjunto generaron el 25.4 % del volumen y el 26.5 % del valor (Figura 3) (Secretaria de
Hacienda y Crédito Publico, 2014).
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Volumen Valor
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~ Durango
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67.4% Chihuahua pais
66.5% 7.0%

Figura 3. Estados productores de manzana, 2009 — 2012.
Fuente: SAGARPA-SIAP (2013).

El estado de Puebla fue durante mucho tiempo una region con tradicién en el cultivo, pero
su participacion ha tendido a disminuir significativamente con una aportacion del 6.4 % del
total nacional. La manzana se produce en otros 16 estados, pero con una minima
participacion y la produccién esta orientada fundamentalmente a satisfacer la demanda
local, sin tener un impacto importante en los circuitos de comercializacion de este
producto ( SAGARPA-UNIFRUT, 2013).

1.2.3. IMPORTACION

El consumo nacional de manzana presenta un ritmo de crecimiento de 1.5% anual en
promedio, muy similar al crecimiento de la poblacion. Lo anterior significa que el consumo
por habitante practicamente se ha mantenido en el mismo nivel del orden de 8 kilogramos
por persona, cerca de 800 mil toneladas anuales. Lo que ha registrado cambios
importantes en la estructura de la disponibilidad de manzana, con una participacion
creciente de compras al exterior para complementar la demanda nacional ( SAGARPA-
UNIFRUT, 2013). Las importaciones en los ultimos 10 afios han sido en promedio 210 mil
toneladas, entre el 21% y 30% del consumo (Figura 4) (Secretaria de Hacienda y Crédito
Publico, 2014).
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Figura 4. Volumen de produccién e importacion de manzanas en México.
Fuente: SAGARPA-SIAP (2013).

En 2012 las importaciones se incrementaron un 19% respecto a 2011, pasando de 198 a
236 mil toneladas, como efecto del desabasto generado por la sequia, lo que se tradujo
en un incremento en precios (Secretaria de Hacienda y Crédito Publico, 2014).
Las compras se realizan principalmente a Estados Unidos, de donde en promedio se
adquiere alrededor del 94.3% de las manzanas de importacién. Le siguen en importancia
Chile (5.2 %), Canada (0.3%) y Nueva Zelanda (0.2%) (SAGARPA-SIAP, 2013).

1.2.4. EXPORTACION

Los volumenes de manzana enviados al extranjero han representado menos del 0.5 % de
la produccion nacional (Comité estatal sistema productor de manzana estado de
Chihuahua, 2013). La Figura 5 muestra los volumenes de manzana exportada en los
ultimos anos de cuerdo al régimen arancelario definitivo. El valor de las exportaciones en
el ultimo afio ascendid a 958,859 ddlares, lo anterior sefiala que la exportacion de
manzana mexicana esta dirigida a nichos de mercado muy especificos (SAGARPA-SIAP,
2013).
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Figura 5. Volumen de manzanas exportadas (2005-2013).
Fuente: SAGARPA-SIAP (2013).

En el caso del comercio internacional del jugo de manzana, México aun mantiene un
saldo favorable y un importante dinamismo en su actividad exportadora. Las
exportaciones de jugo de manzana se han incrementado de 5.6 miles de toneladas en
1990 a 13.7 miles de toneladas. El crecimiento de la industria de jugos merece darle
mayor importancia a la produccién y exportacion de jugo de manzana a los Estados
Unidos, en primer lugar porque es bien recibido por su sabor, en segundo porque la
abundancia de manzana de temporal, la hace muy propicia para jugo (Comité estatal
sistema productor de manzana estado de Chihuahua, 2013).

Sin embargo, en una reciente alerta emitida por la FDA en Estados Unidos, se identificd
la presencia de la micotoxina patulina en jugos derivados de campos mexicanos (FDA,
2012).

1.2.5. PRODUCTOS INDUSTRIALIZADOS DE MANZANA EN MEXICO
El consumo de manzana en nuestro pais es principalmente en fresco (70-75%), mientras
que el restante (30-25%) es para uso industrial.
Con respecto al uso industrial, encontramos un numero importante de productos que se
derivan de la manzana y que sirven de base a otras industrias como la elaboracion de
jugos, la refresquera o bien la elaboracion de alimentos azucarados. En tal caso,
podemos enumerar los derivados de la siguiente manera (Comité estatal sistema

productor de manzana estado de Chihuahua, 2012):
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1. Obtencidon de acido malico, empleado en la industria farmacéutica y en la
alimentaria como sustituto del acido citrico.

2. Produccién de jugos concentrados y congelados para la elaboracion doméstica de
bebidas refrescantes de origen natural al adicionarles agua.

3. Elaboracién de pastas de manzana, mermeladas y productos azucarados para uso
en hornos de microondas.

4. Fabricacion de vinos y aguardientes.

Resulta interesante apuntar que de estos derivados, predomina la industria para la
elaboracion de jugos concentrados y congelados.

En el caso del eslabdn de la industria de transformacioén se localizan dos grupos, los que
se mencionan a continuaciéon (Comité estatal sistema productor de manzana estado de
Chihuahua, 2012):

e Grandes industrias de jugos.- Por lo general estas industrias producen
concentrado de manzana que venden a otras empresas que elaboran refrescos,
jugos y demas derivados.

e Pequenias industrias de jugos, mermeladas y deshidratados.- Estas pequefias
industrias que pertenecen a ex productores de manzana y/o personas que viven
en la region productora de manzana y que han visto la oportunidad que tienen al
darle valor agregado a la manzana transformandola en jugos organicos o no
organicos, mermeladas organicas o no organicas y orejones 0 manzana
deshidratada.

1.3.COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL

Por su elevado contenido en agua, la manzana es una fruta muy refrescante. Los
azucares, entre los que destaca la fructosa, son los nutrientes mas abundantes y de
rapida asimilacion en el organismo. Es una fuente discreta de vitamina C y es rica en fibra
(2.3%), el 70% es insoluble y el 30% es soluble), el cual mejora el transito intestinal. Se le
atribuyen extraordinarias propiedades dietéticas debidas, en gran medida, a su contenido
en compuestos fitoquimicos, especialmente flavonoides. La manzana se destaca por su
alta capacidad antioxidante (Gil, 2010).

La vitamina E, la cual posee accion antioxidante, interviene en la estabilidad de las células
sanguineas como los glébulos rojos y en la fertilidad. Entre su contenido mineral

sobresale el potasio el cual es necesario para la transmision y generacion del impulso
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nervioso y para la actividad muscular normal, interviene en el equilibrio de agua dentro y
fuera de la célula (Alimentacionsana, 2013).

La composicion de la manzana “Golden Delicious” se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la manzana “Golden Delicious”.

Compuesto Cantidad por 100 g de porcién
comestible

Agua (g) 85
Proteina (g) 0.3
Grasa total (g) Trazas
Hidratos de carbono (g) 10.5
Fibra (g) 2.3
Potasio (mg) 100
Calcio (mg) 5.5
Hierro (mg) 0.56
Vitamina B1 (mg) 0.04
Vitamina B2 (mg) 0.04
Vitamina B6 (mg) 0,04
Folato (ug) 5.8
Vitamina C (mg) 12.4
Vitamina A (ug Eq) 4
Vitamina E (mg) 0.36

Fuente: Mataix (2009).
Las manzanas por ser productos vegetales con un alto contenido nutrimental, cuando se
encuentran ante ciertas condiciones ambientales o susceptibiidad a organismos

oportunistas, pueden representar pérdidas postcosecha para los productores.

1.4.PERDIDAS POSTCOSECHA
Las pérdidas postcosecha en productos perecederos como la manzana, se ha reportado
que pueden llegar hasta el 50% de la cosecha en paises en desarrollo y que aun con el
uso de tecnologias avanzadas de conservacion y manejo, las pérdidas son considerables
(Eckert y Ogowa, 1985). En México, existen casas empacadoras que han adoptado

sistemas que minimicen riesgos de contaminacion quimica, fisica o bioldgica, tales como
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las buenas practicas agricolas y de manufactura. Las buenas practicas agricolas se
aplican en la etapa de produccion (terreno, siembra, riego, plaguicidas y pesticidas,
fertilizacion, cosecha, manejo, transporte campo-empaque e higiene de los trabajadores),
mientras que las buenas practicas de manufactura se aplican en la segunda etapa del
proceso (recepcion, lavado, enfriamiento, almacenamiento, transporte, empaque-
comprador, mantenimiento de las instalaciones y sanidad de los trabajadores)(Martinez,
2015). Estos sistemas representan un extenso plan de trabajo riguroso que al ser mal
empleado o en su defecto la nula aplicacion de estas medidas, permite que se generen

ciertas fisiopatias y enfermedades en los frutos como se describe en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Principales fisiopatias en la manzana “Golden Delicious”.

FISIOPATIA DESCRIPCION

Arrugamiento Las manzanas “Golden Delicious” son particularmente

susceptibles a la pérdida de agua. Esta disminucion

puede ser tan alta como del 3 al 6%.

Magulladuras Pueden ser excesivas, especialmente en “Golden

Delicious” donde el dafio por golpes es mas evidente

Picado Manchas pardas hundidas en la piel, especialmente en la
Amargo parte calicinal. Este desorden esta relacionado con una
baja concentracion de calcio en la manzana
Es el pardeamiento de la piel que se desarrolla en
Escaldado ) ) L
. almacenamiento refrigerado. La susceptibilidad de
superficial
“Golden Delicious” es baja.
Daio por Niveles de O, inferiores al 1% y de CO, superiores al
Atmésfera 15% pueden inducir sabores extrafios debido a
Controlada metabolismo fermentativo. Otros sintomas incluyen:

lesiones pardas parcialmente hundidas en la piel o

pardeamiento interno y cavidades.

Fuente: INFOAGRO (2013).
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Tabla 4. Principales enfermedades en la manzana “Golden Delicious”.

ENFERMEDAD DESCRIPCION

Causado por varios hongos incluyendo Alternaria sp.,
Corazén Mohoso . : -
Fusarium sp., Aspergillus y Penicillium. Las manzanas
“‘Golden Delicious” son particularmente susceptibles

debido a la abierta o profunda cavidad del seno. El bafo

de las manzanas (drenching) puede incrementar Ia

incidencia del corazén mohoso.

Las dos mas importantes enfermedades de postcosecha

_ de las manzanas “Golden Delicious” son causados por

Moho azul'y Moho Gris Penicillium expansum y Botrytis cinerea. Ambos hongos
son patégenos de heridas. La sanitizacion es critica para

el control de estas enfermedades. El bano de las

manzanas puede esparcir las esporas de Penicillium y

Botrytis a las heridas producidas en la cosecha.

Esta enfermedad afecta especialmente a las manzanas
Suberosis o russeting “Golden Delicious”, sobre las que se producen unas
manchas irregulares de naturaleza suberosa que las
desmerece comercialmente. Esta enfermedad es de tipo

accidental; ya que la piel del fruto, desde el principio, esta

defendida de una capa cerosa para proteger al fruto de
los agentes exteriores, y si es destruida por productos
pesticidas agresivos, el fruto se cubre de otra capa de
naturaleza suberosa, que a pesar de no afectar a la pulpa
del fruto lo desmerece comercialmente y ademas reduce

su resistencia a la conservacion.

Fuente: INFOAGRO (2013).

1.5.HONGOS Y SUS TOXINAS
Todos los productos agricolas son invadidos por diversos microorganismos durante su
desarrollo en el campo, siendo los hongos los mas abundantes y la principal causa de
enfermedades, ocasionando severas pérdidas econdémicas al reducir el potencial de

produccion de los cultivos que atacan (Moreno, 1988).
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Las frutas son susceptibles a la pudricién por hongos debido a la actividad de agua,
contenido de azucares, y presencia de acidos organicos que imparten al fruto un pH bajo.
Las frutas cuentan con varios mecanismos de defensa efectivos contra los hongos, sin
embargo existen algunas especies que son capaces de invadirlas. Algunos hongos son
patdgenos altamente especializados, los cuales atacan a cierto tipo de frutas mientras que

otros tienen una forma mas general de invadir el tejido (Jackson y Fadwa, 2008).

Las especies de hongos suelen dividirse en dos grupos (Villacis, 2011):
¢ Hongos de campo: invaden las frutas, granos o semillas mientras el cultivo todavia
esta en el campo y requieren condiciones de alta humedad (20-21 %). En este
grupo estan incluidos los géneros Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Diplodia,
Gibberella y Helminthosporium.
¢ Hongos de almacenaje: invaden las frutas, granos o semillas durante el
almacenamiento. Necesitan condiciones de humedad entre 13 y 18%. Incluyen los
géneros Aspergillus y Penicillium.
Existen géneros de hongos productores de micotoxinas entre los que se destacan el
Penicillium, Aspergillus y Fusarium debido a que pueden estar presentes en un gran

numero de alimentos y son los que mas especies toxigenas producen.

1.5.1. PENICILLIUM
Es un hongo de crecimiento rapido que forma colonias
blancas aterciopeladas inicialmente, las cuales se cubren con
las esporas y van tomando diferentes colores segun la

especie; al final quedan completamente cubiertas de esporas

con un aspecto pulverulento (Figura 6). La colonia esta

L B S O
constituida por micelio de hifas delgadas septadas (Arias y Figura 6. Penicillium.
Pifieros , 2008). Fuente: Frisvad y Samson
Predomina en los climas templados y presenta (2004).

especificidad para colonizar ciertas frutas o vegetales, por ejemplo, el P. digitatum y P.
italicum son hongos de frutas citricas; mientras que P. expansum ataca a las manzanas y

el P. gladioli ataca al maiz y bulbos (Villacis, 2011).
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1.5.1.1. Caracteristicas del género Penicillium
Estas especies estan formadas por densas agrupaciones de coniodidéforos y la mayoria
presentan coloraciones verdosas. La textura de la colonia también es una caracteristica
importante y depende de la disposicion de los coniodiéforos (Soriano del Castillo, 2007).
La textura puede ser velutinosa, es decir aterciopelada con superficie brillante u opaca y
de pelos cortos y finos organizados de manera compacta 6 flocosa es decir, algodonosa 6
lanosa, densamente aglomerados en pequefios manojos como franela (Ulloa y Hanlin,
2012).
La estructura de reproduccién asexual caracteristica del Penicillium es un conidiéforo
formado por un estipe diferenciada que finaliza en un penicilio o pincel. Este pincel puede
estar formado por diversas estructuras que reciben nombres distintos segun su
localizacién y complejidad (métulas, ramas) y que sustentan en la parte mas apical un
conjunto de fialides (Figura 7A).
La forma de este penicilio determina la primera divisién taxonémica del género en cuatro
subgéneros. Para determinar a qué subgénero pertenece un aislamiento, se debe contar
el numero de puntos de ramificacion entre la fialide (o cadena de conidios) y el estipe
(Soriano del Castillo, 2007). En la Figura 7B se esquematizan los tipos de conidioforos del
género Penicillium, cuyas ramificaciones se ubican formando verticilos. Si hay s6lo un
verticilo de fidlides el pincel es monoverticilado. Las ramificaciones de un pincel
poliverticilado son ramas, ramulas, métulas y fidlides. La serie terverticillata comprende a

las especies que tienen tres niveles de ramificaciones (Carrillo, 2013).

() ——conidios

————fialides

T métula

f rama
\\//
biverticilado ..
| 3
11 \
L1 -estipe monoverticilado terverticilado )
A (I} B

Figura 7. Conidioforo de Penicillium; (A) Ubicacion de las estructuras; (B) Clasificaciéon de
Penicillium de acuerdo al numero de ramificaciones.
Fuente: Carrillo (2013).
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Ofras caracteristicas que se destacan son:

o Fasciculada: Esto ocurre cuando los conidiéforos estan agrupados formando
pequefios mechones. Estos se encuentran sobre todo en los bordes de las
colonias. Especies tipicas con fasciculacion son: P. expansum y P.concentricum
(Figura 8A) (Frisvad y Samson,2004).

¢ Exudado: liquido o fluido que rezume de la hifa acumulandose en gotas o varias
sombras de acuerdo a la especie y a las condiciones de crecimiento (Figura 8B)
(Ulloa y Hanlin, 2012).

Figura 8. Caracteristicas fenotipicas. (A) Colonia fasciculada de Penicillium; (B) Exudado.

Fuente: Frisvad y Samson (2004).

1.5.2. PENICILLIUM EXPANSUM

Es un psicrofilo que crece bien a 0°C, pero que también puede crecer a -2/-3 °C. La
temperatura 6ptima de crecimiento es 25 °C y la maxima de 35°C. Puede producir la
toxina patulina entre 0 y 25 °C, pero no a 31°C, siendo el 6ptimo a 25 °C (Soriano del
Castillo, 2007). La minima actividad de agua para la germinacion es 0.82-0.83, tiene bajo
requerimiento de oxigeno, debido a esto se encontraron colonias en atmdsferas con
niveles de oxigeno menores al 2% y hasta un 15% de diéxido de carbono (CO,) (Funes,
2011).

Las caracteristicas macroscépicas y microscoépicas referentes a Penicillium expansum
(Tabla 5 y 6), se describen a continuacién de acuerdo a Pitt y Hocking, y Frisvad y

Samson.
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Tabla 5. Claves de identificacion macroscépica para diferentes medios de cultivo de acuerdo
a Pitt y Hocking (2009), y Frisvald y Samson (2004).

Medios de Cultivo Caracteristicas

CYA
(Agar Czapeck extracto
de levadura)
(Pitt y Hocking, 2009)

Diametro: 30-40 mm.

Superficie: ligeramente radial sulcado (provisto de surcos),
moderadamente profundo a muy profundo, con superficie
tipicamente coremial o fasciculada en una o mas bandas
anulares con bandas adyacentes velutinosas a flocosas (Figura
9A).

Conidios: Micelio blanco; produccién de conidios moderada,
verde opaco.

Exudado: claro a naranja café palido; pigmento soluble café
anaranjado cercano a caramelo;

Reverso: palido a café profundo con areas naranja café.

MEA
(Agar extracto de
malta)
(Pitt y Hocking, 2009)

Diametro: 20 a 40 mm de diametro.

Superficie: plana, algunos aislados son persistentemente
velutinosos, otros al menos parcialmente coremial 6
fasciculada.

Conidios: produccién de conidios usualmente denso de color
verde opaco a levemente grisaceo. Pigmento soluble algunas
veces producido con color café anaranjado cercano a
caramelo. Reverso: palido 6 en presencia del pigmento soluble

naranja café.

G25N (Agar Czapeck
glicerol al 25%)
(Pitt y Hocking, 2009)

Diametro: 17-22 mm.
Superficie: radialmente sulcado denso. Velutinosa a granular;
pigmento soluble algunas veces producido color café rojizo.

Reverso: palido, café opaco a café rojizo

CYA
(Agar Czapeck extracto
de levadura)
(Frisvald y Samson,
2004)

Diametro: 16-34 mm

Superficie: Flocosa a débilmente fasciculada.

Conidios: Color de los conidios verde azulado a verde
Exudado: Gotas copiosas y claras

Reverso: Color crema a amarillo con centro café, naranja-café

o café oscuro. Color difuso marron.

[22]



ANTECEDENTES | ‘

Tabla 6. Claves de identificacion microscépica de acuerdo a Pitt y Hocking (2009), y Frisvald

y Samson (2004).

Pitt y Hocking (2009) Frisvald y Samson (2004)

Estipes: miden de 200-500 uym de longitud
con paredes lisas.

Conidiéforos: tipicamente terverticilados,
muy poco comun biverticilados.

Fidlides: compactas, ampuliformes casi
cilindricas, 8-11 uym de longitud con colula
corta.

Conidios: elipsoidales de 3.0-3.5 ym con

paredes lisas y cadenas irregulares

Estipes: de paredes lisas, ocasionalmente
rugosas en la parte baja de la estipe (200-
500 ym x 3-4 ym)

Conidioforos: terverticilados, elementos
adpresos, nacido desde el subsuelo e hifas
aéreas.

Fidlides: cilindricas estrechandose a una
colula distinta (8-12 ym x 2.5-3.2 pm).
Métula cilindrica (11-15 pym x 3.4 pum).
Ramas cilindricas (15-25 ym x 3-4 ym).
Conidios: elipsoidales de paredes lisas (3-
35 uym x 25-3 pum).

Samson,2004).

(Frisvad 'y

La figura 9 muestra las colonias de Penicillium expasum en medio CYA con 7 dias de

crecimiento a 25 °C, asi como la apariencia del conidiéforo y sus conidios.

‘\ > ‘bt)J _)J
»&"(}f) )J

) J_)
“’s)..)

\\ll \

Figura 9. Penicillium expansum. (A) colonias en CYA, 7d, 25°C; (B) conidiéforo; (C) conidios.
Fuente: Pitt y Hocking (2009).
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1.5.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CONTAMINACION DE
MANZANAS CON PENICILLIUM EXPANSUM.

Algunas investigaciones muestran que la variedad de cultivares de manzanas difieren en
la susceptibilidad de ser contaminados por Penicillium expansum. Cada cultivar tiene
caracteristicas fisicoquimicas especificas, espesor de la piel y firmeza, pH y niveles de
azucar (Jackson y Fadwa, 2008). El pH de las frutas varia de <2.5 a 5 y estos valores son
tolerables a muchas especies fungicas y muy pocas para las bacterias (Fernandez et al.,
2010). Otros factores que influyen en la invasion de tejidos por hongos es la microflora de
la manzanas respecto a su punto geografico, condiciones climaticas, tratamiento de
pesticidas o fungicidas, presencia competitiva de microorganismos, tratamientos pre-
cosechay postcosecha (Jackson y Fadwa, 2008).
Se cree que el estado de madurez del fruto es uno de los principales factores que
determinan la susceptibilidad al dafio mecanico y en consecuencia la pudricién azul
durante el almacenamiento postcosecha. Las frutas comienzan a ser altamente
susceptibles a la invasién por hongos durante la madurez, ya que el pH del tejido aumenta
asi como los solidos solubles, las capas de la piel se ablandan y las barreras de defensa
se debilitan. Factores como temperatura de incubacion, tamafio de la lesion en la piel de
la fruta son puntos de suma importancia para la contaminaciéon por hongos (Jackson y
Fadwa, 2008).
Para reducir los cambios bioquimicos indeseables, las manzanas deben cosecharse no
muy maduras para asegurar que puedan ser almacenados por varios meses.
Estudios indican que las magulladuras, pinchazos en la piel, aumenta la probabilidad de
pudricién. Un manejo cuidadoso de la fruta durante la cosecha y cuidado durante el
transporte de la fruta de la huerta a la casa empacadora previene lesiones en la fruta. Ya
que la lluvia permite la contaminacion por hongos, la fruta debe ser cosechada en
condiciones de baja humedad y rapidamente ser almacenadas a baja temperatura. La
fruta que ha caido de los arboles debe ser descartada y no ser comercializada o usada en
la industria. Pueden tener lesiones o dafios en la piel constituyendo un punto de
contaminaciéon de esporas de P. expansum. Estas se encuentran en la tierra, en la
superficie de las plantas, en el aire y pueden ser transferidas a tanques receptores y
canales de agua en casas empacadoras contaminando de esta manera la fruta. Por esta
razon uno de los mejores métodos para controlar el P. expansum en manzanas, es
mediante el desarrollo de practicas sanitarias durante la cosecha (Jackson y Fadwa,
2008).
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El género Penicillium es un género diverso cuyas especies juegan roles muy importantes
como descomponedores de material organico causando pudriciones destructivas en la

industria alimentiaria donde producen un gran rango de micotoxinas.

1.5.4. MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por numerosas especies
fungicas (Valle, 2010). Los metabolitos secundarios son compuestos que no son
indispensables para el desarrollo o crecimiento de los hongos y son formados a partir de
unos pocos intermediarios del metabolismo primario (Martinez y Anadon, 2012).
Normalmente la mayor produccion se produce bajo condiciones sub—6ptimas y de estrés
debido, por ejemplo al agotamiento de los nutrientes principales, por lo que el hongo para
sobrevivir, necesita utilizar los metabolitos resultantes. Durante la biosintesis de estos
metabolitos, la cantidad producida depende no soélo de pardmetros nutricionales y
ambientales, sino también de la historia previa del desarrollo del moho (Valle, 2010). Las
toxinas son especificas, cuanto mas compleja es la ruta biosintética de estos metabolitos
secundarios, mas restringido es el niumero de especies de hongos productores (Villacis,
2011).

Las micotoxinas son moléculas relativamente pequefas (P.M<700) y suelen formarse al
final de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del hongo
(Villacis, 2011).

1.5.5. CLASIFICACION DE LAS MICOTOXINAS
Existen aproximadamente de 300 a 400 micotoxinas producidas por hongos de los
géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Claviceps, Alternaria y Stachybotrys entre las

cuales destacan las siguientes (Trucksess y Diaz Amigo, 2011):

1. Aflatoxinas
Producidas mayoritariamente por hongos del género Aspergillus. Se clasifican en B4, B,,
G, Go, My, My, Q4, P4 y aflatoxicoles encontradas generalmente en cereales, oleaginosas
y secreciones (leche y orina) (Cole, 1981). Quimicamente son cumarinas sustituidas,
conteniendo anillos de bifurano y configuracion tipo lactona, comunes a todas ellas
(Figura 10). Las aflatoxinas del grupo M son derivados hidroxilados de los dos grupos

anteriores. La AFB; es el carcindgeno natural mas potente que se conoce y suele ser el
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principal producto por cepas toxigénicas (Soriano del Castillo, 2007). El principal érgano

afectado por la ingesta de estas toxinas es el higado (Cole, 1981).
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Figura 10. Estructura quimica de algunas aflatoxinas.
Fuente: Soriano del Castillo (2007).

2. Ocratoxinas
Son metabolitos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Cole, 1981). El grupo
esta compuesto por ocratoxina A, By C y sus respectivos metil y etil ésteres, sin embargo
la ocratoxina A es la mas comun, la cual esta formada por una dihidroisocumarina unida
por el grupo 7-carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina mediante un enlace amida
(Figura 11) (Soriano del Castillo, 2007). Se pueden encontrar en cereales, café, cacao,
frutos secos, uvas, jengibre, regaliz, vino y embutidos de puerco (Trucksess y Diaz
Amigo, 2011). Los principales érganos afectados por su ingesta son el higado y los
rinones (Cole, 1981).

OH
COOH O

Q—CHz—éH—NH—g I .

CH,
c H H

Figura 11. Estructura quimica de la ocratoxina A.

Fuente: Trucksess y Diaz Amigo (2011).

3. Tricotecenos
Los tricotecenos son una familia de sesquiterpenoides, producidos por numerosas

especies del género Fusarium y otros géneros fungicos relacionados (Stachybrotrys,
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Trichoderma, Trichothecium y Verrucaria). La mayoria posee un nucleo tetraciclo con
doble ligadura en el C-9,10 y un anillo epoxi en C-12,13 (Soriano del Castillo, 2007).

Los tricotecenos de Fusarium son alcoholes relativamente simples y ésteres de cadena
corta; se ha propuesto una clasificacién en cuatro grupos: A,B,C y D (Figura 12). Por su
incidencia natural y asociacion con micotoxicosis en seres humanos y animales, los
grupos A y B son los de mayor significancia (Sierra, 2004). Se les puede encontrar
naturalmente en el trigo y otros cereales. Tienen una alta actividad insecticida y causan

problemas en la piel, tracto digestivo, sistema nervioso y cardiaco (Cole, 1981).

Tricoteceno W X ¥y z

Toxina T-2 CH3COO- CH3CO0- -H  (CH3)2CHCOO-
Diacetoxiscirpenol CH3COOD- CH3C0O0- -H -H
Deoxinivalenol -Hz2 -0OH -0OH =0
Nivaleno -0OH -0OH -OH =0

Figura 12. Estructura quimica de los tricotecenos.
Fuente: Sierra (2004).
4. Fumonisinas
Esta presente en el maiz, aunque también se ha encontrado en el sorgo y el arroz. Son
producidas por hongos del género Fusarium y existen 15 tipos de fumonisinas, agrupadas
en cuatro categorias. Las mas conocidas con la FB4, FB, y FB; (Figura 13), de las cuales
la FB4 es la més toxica y representa aproximadamente 70% de la fumonisina total (Torres
y Lépez, 2010). La toxina FB; es un diester de propano-1-2-3-acido tricarboxilico y 2-
amino-12-16-dimetil,3,5,10,14,15-pentahidroxiicosano, donde los grupos hidroxilos de los
C-14 y C-15 estan esterificados con el grupo carboxilo terminal de los acidos tricarbalico.
Los principales sindromes que producen son neurotoxicos, nefrotéxicos, edema pulmonar

y cerebral, hepatotdxicos y lesiones cardiacas (Cole, 1981).

COOH
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o” o R, OH
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CH, | CHy R, NH;
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COOH Fumonisin R1 R2
B, OH OH
B, H OH
COOH By OH H

Figura 13. Estructura quimica de la fumonisina B4, B,y B;.

Fuente: Trucksess y Diaz Amigo (2011).
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5. Zearalenona
Esta presente en los granos, especialmente en el maiz y muestra una fuerte actividad
estrogénica y anabdlica en animales. Es un metabolito asociado con varias especies del
género Fusarium (Cole, 1981). La molécula de ZEA es 3,4,5,6,9,10-hexahidro-14,16-
dihidroxy-3-metal1H-2-benzoxaciclotetradecin1,-7 (8H)-diona (Figura 14).

Figura 14. Estructura quimica de la zearalenona.

Fuente: Trucksess y Diaz Amigo (2011).

6. Lactonas toxicas
Se clasifican en patulina, ascladiol y acido penicilico (Figura 15). Se encuentran
generalmente en los frutos como las uvas, manzanas y peras y se han demostrado

efectos carcinogénicos sobre algunos animales (Cole, 1981).

OH
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N, !t rl: cuctmu—‘H.c\“ S
— — [= 0 c-
=
HCc” e Yy

Figura 15. Acido penicilico.
Fuente: Soriano del Castillo (2007).

1.6.PATULINA

Micotoxina que se encuentra en los cereales utilizados en la alimentaciéon animal y en
diversas frutas, pero mayormente en manzanas, donde es mas susceptible a la
produccion de dicha micotoxina ya que contiene azucares: fructosa, glucosa, sacarosa
constituyentes principales de la fuente de carbono necesaria para el desenvolvimiento del
hongo asi como acido malico importante para el aumento de la estabilidad quimica de la
patulina. Esta micotoxina puede afectar a distintas variedades de manzana siempre y
cuando encuentre la temperatura y humedad adecuada (Soriano et al., 2002). El rango de
temperatura para la produccén de patulina es de 0 a 24 °C y actividad de agua minima de
0.99. (Fernandez et al., 2010).
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Las caracteristicas principales de la micotoxina se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 7. Caracteristicas quimicas y fisicas de la patulina.

CARACTERISTICA DESCRIPCION

El nombre quimico 4-hidroxi—4H—furo[3,2—c]piran—2(6H)-ona

Férmula quimica C;HsO4
PM 154.12 (g/mol)

o Es una lactona heterociclica insaturada, en forma de soélido
Descripcion

blanco cristalino

Punto de fusién 105-108 °C
Maximo de absorcién 276 nm
Estabilidad Estable frente a la temperatura especialmente a pH acido

. Sensible a la accion redox de los sulfitos y del acido
SenSIbIe ’ . . . . . ra . . .
ascorbico. Pierde su actividad biolégica en medios alcalinos

. Soluble en agua, alcohol, acetona, etil acetato y cloroformo.
Solubilidad

Poco soluble en éter y benceno.
Fuente: Valle (2010).
La patulina es producida por mas de 60 especies de hongos abarcando unos 30 géneros.

Incluidos entre ellos Penicillium expansum (P.leucopus), P. patulum (P. urticae, P.
griseofulvum), P. crustosum, P.roqueforti, P. clavigerum, P. coprobium, P. claviforme,
Paecilomyces spp.,Saccharomyces vesicarium, Alternaria alternata, Byssochlamys nivea,
B.fulva, Aspergillus giganteus, A. terreus, y A. clavatus (Valle, 2010).

La patulina puede encontrase en peras, berries, mangos, albaricoque y tomates. En
estudios de capacidad toxicogénica con P. expansum, P. urticae y B. nivea, se observé
produccion de patulina en duraznos, pifas, platanos, fresas, melones, pepinos y
zanahorias entre las frutas y vegetales, como asi tambien en cebada inoculada con

Aspegillus clavatus (Funes, 2011).
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1.6.1. FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE PATULINA EN
MANZANA

El aislado especifico de P. expansum puede ser un importante factor en su patogenicidad
y su habilidad para sintetizar patulina en la fruta. Estudios sobre la contaminacién de
manzanas por patulina demostraron que diferentes aislados de P. expansum producen
niveles de patulina en un rango de 2 a 100 pg/g (Barkai-Golan, 2008).
En un estudio se encontraron grandes diferencias entre aislados de P. expansum en
términos de la produccion de la toxina y crecimiento del hongo en sidras de manzana. La
variacion genética es la principal causa de estas diferencias, pero factores ambientales
como la temperatura, pH, asi como el tiempo de almacenamiento pueden contribuir al
crecimiento fungico y la produccion de patulina. El rango minimo para la producciéon de
patulina de P. expansum es de 1 a 4 °C dependiendo de la variedad de la manzana. Los
niveles de patulina en manzanas Macintosh almacenadas a 4 °C fueron susceptiblemente
mas bajas que aquellas almacenadas a 15 °C o0 24 °C (Barkai-Golan, 2008). Pese a lo
anterior, en otros estudios realizados en diferentes aislados de P. expansum, se encontré
que algunos de ellos aumentaron su nivel de produccion de patulina al disminuir la
temperatura a 4°C y solo unos cuantos la redujeron al llegar a 1°C. Por esa razén es
recomendable almacenar las manzanas a 1°C para evitar el crecimiento del hongo y por
consiguiente mitigar la formacién de patulina durante el almacenamiento (Baert et al.,
2007).
Existen varias caracteristicas intrinsecas de la manzana que demostraron que afecta el
crecimiento de P. expansum y la produccién de patulina. En un estudio se demostré que
en la primera fase de crecimiento de P. expansum exhibe un incremento exponencial en
la produccion de patulina y la velocidad de crecimiento mejora mientras que el pH
disminuye. Se cree que el hongo por si solo acidifica el medio mediante la produccién de
metabolitos secundarios y acidos organicos que bajan el valor de pH en un punto en
donde la patulina es estable (pH<3.5). Otro factor es la firmeza de la fruta. Unos estudios
demostraron que la contaminacion por patulina y el contenido de ésta producida en
manzanas inoculadas es inversamente proporcional a la firmeza del cultivar. De igual
forma el método de almacenamiento influye en la produccion de la micotoxina, como el
caso del almacenamiento en atmadsferas controladas. Se encontré que el almacenamiento
de manzanas “Golden Delicious” en 2-8 % CO, y 2-3 % O, evita el crecimiento de P.

expansum y la acumulacién de patulina. Y que jugos hechos de manzanas almacenadas
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bajo atmdsfera controlada contenian menor patulina (por debajo de 500 pg/L) que
aquellas manzanas almacenadas al aire libre (2000-3000 ug/L) (Barkai-Golan, 2008).

1.6.2. TOXICIDAD Y LIMITES TOLERABLES

Durante la década del cuarenta, se estudio la patulina como posible antibiético debido a
su capacidad antimicrobiana, posteriormente estudios en animales le sumaron actividad
toxicoldgica y se clasific6 como micotoxina (Funes, 2011).

La patulina tiene efectos mutagénicos, genotdxicos, inmunotdxicos y neurotdxicos en
roedores (los LDsy se muestran en la Tabla 8) y efectos teratogénicos en gallinas. Los
valores de LDsy para ratones dependen de la via de administracion (Palmgren y Ciegler,
1983).

Tabla 8. Limites de dosis LD5, de la patulina en ratones.

ViA DE ADMINISTRACION LDso

inyeccion subcutanea 8 a 15 mg/kg
Inyeccion intravenosa 16-25 mg/kg
inyeccion intraperitoneal 6-30 mg/kg
Oral 35-48 mg/kg

Fuente: Palmgren y Ciegler (1983).

Los ratones presentaron sintomas como edema, hinchazén y descoloracién en el area de
la inyeccion subcutdanea ademas de presentar dificultad respiratoria. EI ratén murié
precedido de convulsiones cuando fue inyectado por via intravenosa. El edema pulmonar
y la hemorragia fueron los principales padecimientos. Ademas pueden ocurrir problemas
en higado, rindn, pulmones y bazo (Palmgren y Ciegler, 1983)

En estudios realizados por Lovett en 1972, después de un dia de ayuno, se agregaron
distintas dosis de patulina en alimentos para gallos White Leghorn, dando como resultado
un LDsy de 170 mg/kg de alimento (Funes, 2011).

Los resultados de ensayos de toxicidad en la reproduccién y teratogenicidad en ratones,
ratas y embriones de pollo, indican que la patulina posee efecto teratogénico. En estudios
con huevos de gallina se observaron efectos embriotoxicos cuando se inyectd en la
camara de aire de dichos huevos, niveles de 2.35-68.7 ug/huevo, dependiendo de la edad
de los embriones. Se observaron ademas efectos teratogénicos cuando los niveles fueron
de 1 a 2 ng/huevo. Estos estudios evidenciaron una amplia variedad de efectos,

predominando patas aplastadas y rotaciones anémalas en las alas (Funes, 2011).
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Sobre los efectos genotoxicos, en diferentes estudios, se demostré que la patulina
produce dafios a nivel de cromosoma en mamiferos. También se ha reportado que inhibe
la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas (Funes, 2011).

La agencia internacional de investigacion sobre el cancer en su revision 40 concluyd que
no podria hacerse una evaluacién de la carcinogenicidad para los seres humanos ya que
no habia pruebas suficientes en animales de experimentacion y la clasific6 como agente
del grupo 3. Los agentes incluidos en este grupo no pueden ser clasificados como
sustancias cancerigenas en humanos (IARC, 1986). Por otro lado, el Comité del Reino
Unido sobre la mutagenicidad de las sustancias quimicas en los alimentos ha clasificado
la patulina como mutagénica (Shephard y Leggott, 2000).

La exposicion de patulina por alimentos infectados puede resultar en una severa toxicosis.
Entre los efectos agudos incluye nausea, vomito, y otros padecimientos gastrointestinales
incluyendo dafo de rifién (Barkai-Golan, 2008).

Ultimamente, oficiales de salud publica se confrontan a un severo problema: las
micotoxinas y particularmente toxinas cancerigenas deben de ser excluidas de alimentos
tan rapido como sea posible. Al menos 99 paises, no incluido México, tienen regulaciones
de la micotoxina en los alimentos. Aproximadamente 160 diferentes regulaciones existen
para patulina en 50 paises. Donde la patulina no sélo se regula para productos de
manzana sino en berries, pasta de tomate, champifiones, vegetales (en lata) bebidas
fermentadas, alimento para bebé, mermeladas, confituras y jarabes (Barkai-Golan, 2008).

Los limites tolerables de patulina segun la FDA son 50 ug/L en productos como jugos de
fruta (Soriano et al., 2002). La Union Europea en su diario Oficial de la comunidad
europea ha establecido 50 ug/kg de patulina como nivel maximo permitido en jugos, 25
Ma/kg para alimentos sélidos de manzana y 10 ug/kg en alimento para bebé (Morales et
al.,, 2008). Reino Unido establece un limite de 50 ppb de patulina, y la OMS/FAO
establecen un consumo semanal tolerable de 0.4 ug/kg de peso corporal (Elhariry et al.,
2011, Soriano et al., 2002).

1.6.3. PRINCIPALES EFECTOS FISIOPATOLOGICOS
En general, se le da el nombre de micotoxicosis a las enfermedades de que se originan
por la ingestién de las micotoxinas, aunque lo efectos que producen son de muy diversa
naturaleza. Algunas son carcinégenas y otras pueden afectar el funcionamiento de
organos especificos como el higado (hepatotédxicas) o los rifiones (nefrotdxicas) o producir
otro tipo de dafos (Gil, 2010).
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La patulina es muy tdéxica para células vegetales y animales y puede reaccionar con
grupos terminales sulfihidrilos y polipéptidos presentes en los alimentos.

La sintesis de ARN se inhibe y se ha demostrado que produce rupturas en enlaces dobles
y sencillos del ADN de Escherichia coli. Un estudio reciente revela la capacidad que tiene
para causar danos oxidativos al ADN de células humanas. También puede inhibir la
actividad de numerosas enzimas, principalmente como consecuencia de su fuerte
afinidad por los grupos sulfihidrilo y tiene un efecto inhibitorio en la ATP-asa, fosfatasa
alcalina, aldolasa y la actividad de la hexoquinasa (Barkai-Golan, 2008).

Los efectos de la patulina dan lugar a lesiones congestivas que pueden afectar al
pulmén, rindn y bazo de los seres humanos (Anderson, 2005). Los efectos ocasionados
por la micotoxina pueden ser. edema cerebral y pulmonar con procesos hemorragicos y

danos capilares en el higado (Soriano et al., 2002).

1.6.4. MECANISMO DE ACCION DE LA PATULINA
Su posible actividad carcinégena es debida al doble enlace en la posiciéon 4 de la
molécula de lactona. Este compuesto altera la sintesis de ARN, ADN vy proteinas debido
a la inhibicién de la enzima: farsenil-proteina transferasa, lactato deshidrogenasa, ARN
polimerasa y aldolasa muscular (Soriano et al., 2002). La patulina también causa
rompimiento en los cromosomas en huevos de salamandra y células poliploides en
leucocitos humanos (Palmgren y Ciegler, 1983).
La patulina inhibe la respiracion aerdbica en un 80% en el tejido cerebral de los conejillos
de indias y 50 % en el tejido del riidn. Esta inhibicién resulta a su vez la inhibicién del
transporte activo en el mecanismo de la membrana, el cual depende de ATP-asas
(Palmgren y Ciegler, 1983).
Esta micotoxina también afecta la permeabilidad de las membranas y reduce la actividad
de la adenosina trifosfatasa (Soriano et al., 2002). El sitio exacto donde actua la patulina
en la respiracion no es clara. Probablemente ocurra en las reacciones respiratorias
precedentes de la cadena de transporte de electrones (Scott, 1974).
En otros estudios se ha encontrado que los fibroblastos de los ratones son altamente
sensibles, donde la multiplicacién celular fue inhibida a concentraciones menores de 1

pag/ml de patulina. La patulina especificamente afecta la division celular (Scott, 1974).
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1.6.5. DETOXIFICACION
En la literatura, se han reportado varios estudios sobre el metabolismo, distribucién y
excrecion de la patulina administrada oralmente en ratas. A los 7 dias , el 40 % de la
dosis (3 mg/kg) fue excretada por la orina y 50% en las heces. De 1- 2% fue expirado
como CO,Yy el resto quedo en el animal. La mayoria fue excretada en la orina las primeras
24 horas y en las heces durante las primeras 48 horas. En los tejidos blandos y en las
células de la sangre se retuvo por 7 dias después del tratamiento (Palmgren y Ciegler,
1983). La mayor retencion se encontrd en eritrocitos y érganos ricos en sangre como el
bazo, el rifdn, el pulmén y el higado. La patulina fue degradada rapidamente después de
la adsorcion en el tracto gastrointestinal y probablemente la toxicidad se presentd sélo a

nivel local (Funes, 2011).

1.6.6. METODOS DE CONTROL DE LA MICOTOXINA

La podredumbre azul es una de las enfermedades mas comunes del almacenamiento de
manzanas. Por lo que los tratamientos de control quimico y biolégico no han cesado.

El control quimico se ha utilizado durante largos periodos. El uso intensivo y exclusivo de
benzimidazoles ha causado una resistencia en muchas casas empacadoras. Desde el
descubrimiento de la resistencia al tiabendozol (TBZ) por los aislados de P. expansum, ha
llevado a una busqueda de controles alternativos. El uso de sustancias quimicas para el
control del deterioro en la postcosecha ha sido restringido debido a su carcinogenicidad
alta y agudos residuos toxicos, largo periodo de degradacion, contaminacion ambiental y
efectos en la comida de los humanos. Aun asi se debe de enfatizar que los residuos de
pesticidas no son tan toxicos como las micotoxinas. A pesar de ello, el uso de pesticidas
sigue siendo el mas implementado, mientras que los procesos bioldgicos representan un
pequefio sector para el control de la enfermedad en el mercado (Marin et al., 2008).

Se han utilizado procesos fisicos en el procesamiento de las manzanas en combinaciones
con procesos quimicos, por ejemplo, el escaldado es usualmente utilizado en la
postcosecha con el antioxidante difenilamina (DPA, por sus siglas en inglés).
Posteriormente las manzanas son tratadas con fluidioxonil (3-5 mL/L). De esta manera se
ha diseminado mas la enfermedad que en las manzanas tratadas Unicamente con
fluidioxonil. Algunas pruebas in vivo presentan al molibdato de amonio como un fungicida
potencial por su uso contra la podredumbre azul y gris a 20 °C donde se ha observado

reduce los diametros de la lesion del P. expansum en un 84%. Cuando las manzanas son
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tratadas con molibdato de amonio son almacenadas a 1°C por tres meses. Su nivel de
control es similar o mejor que el fungicida imazalil (Marin et al., 2008).

Dentro de los controles bioldgicos, se encuentra el uso de agentes antagonistas,
(generalmente microorganismos aislados de la superficie de la fruta), que compiten por
los nutrientes contra el patdégeno. Este procedimiento es considerado amigable para el
ambiente. Estos organismos son conocidos como agentes de biocontrol o BCA, por sus
siglas en inglés. Principalmente se tratan de bacterias y levaduras. Se demostré por
pruebas in vitro que la levadura Candida sake, la cual puede aislarse de manzanas y de
sus hojas, es un agente de biocontrol efectivo contra los principales patégenos en la
manzana (Morales et al., 2010). Por otro lado la bacteria Rahnella aquantilis se utilizd
para el control poscosecha causado por P. expansum y Botrytis cinerea, se reportd una
reduccion del 30 y 97% respectivamente, en manzanas podridas. Otro método muy
comun es el empleo de atmdsferas controladas en donde se utilizan altas concentraciones
de CO, y bajas concentraciones de O, en combinacién con el almacenamiento en
refrigeracion para extender el tiempo de vida util de alimentos frescos. Sin embargo
algunos estudios revelan que el P. expansum es resistente a altas concentraciones de
CO; e incluso en concentraciones de 12 % no es completamente inhibido (Morales et al.,
2010).

En México las manzanas se almacenan en refrigeradores, de los cuales el 55%
corresponde a refrigeracion bajo sistema de atmosfera convencional, es decir, la manzana
solo se puede almacenar hasta 4 meses, y el 45% bajo el sistema de atmésfera
controlada, es decir, la manzana se puede almacenar hasta por un periodo de 13 meses,
dichos sistemas son aplicados a las principales casas productoras de manzanas
(SAGARPA-UNIFRUT, 2013)

Se han utilizado alternativas antifiungicas, donde se reemplazan los fungicidas sintéticos
por productos naturales (particularmente de origen vegetal) los cuales no son toxicos y
con accion especifica. Algunos componentes utilizados son acetaldehido, benzaldehido,
hexanal, acido acético, glicosinolatos, propilos, fusapirona y dioxifusapirona, quitosan,
aceites esenciales, principios activos de algunas plantas y extractos de plantas para el
control del hongo (Marin et al., 2008).

Para el desarrollo de estas alternativas antifungicas, es necesario apoyarse de los

diferentes metodos para determinar la patulina.
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1.6.7. METODOS PARA DETERMINAR LA PATULINA

La determinacion de la patulina requiere de métodos apropiados para su analisis. Muchos
métodos se han desarrollado para evaluar patulina en zumo de manzana. A pesar de ello,
se continuan optimizando los métodos para que sean mas sencillos, econémicos, con
limites de deteccién inferiores y de mayor reproducibilidad. No existen ensayos con
sustancias inmunoabsorbentes unidas a enzimas (ELISA) para determinar patulina. Por
tanto, los métodos convencionales para el pretratamiento de muestras como extraccion
liquido—liquido y una posterior separaciéon por cromatografia son los métodos mas
ampliamente utilizados (Valle, 2010). La cromatografia es un procedimiento de separacion
que se fundamenta en los equilibrios de concentracion de los compuestos presentes entre
dos fases no miscibles: estacionaria y maévil. La elucion a velocidades diferentes de los
compuestos presentes por la fase mévil conduce a su separacion (Rouessac y Rouessac,
2000).

Existen varias técnicas instrumentales de confirmacién para el analisis de patulina las
cuales se enlistan a continuacién:

e Cromatografia en capa fina.-La Cromatografia en capa fina (TLC) fue el primer
método usado para la determinacion de patulina en jugo de manzana. Este
método involucra la extraccidon con acetato de etilo y purificacion en una placa que
contiene silica gel. La deteccion es observada por revelaciéon de una solucién de
3-Metil-2-Benzotiazolinona hidrazona hidroclorhidrica monohidrato (MBTH),
lograndose obtener limites de deteccion de 20 ug/ L (Shephard y Leggot., 2000)

¢ Electroforesis capilar.-Es una técnica de separacién moderna que consiste en la
introduccion de tensoactivos como sodio dodecil sulfato (SDS) a una solucién
acuosa, en donde las micelas formadas en la solucidon constituyen la fase seudo
estacionaria. El sistema de separacion con electroforesis capilar es similar a una
columna de particion de cromatografia liquida, excepto por la fase estacionaria
que esta moviéndose a una velocidad mas lenta que la fase mévil. El mecanismo
de separacion depende de la diferencia de coeficientes de distribucion de los
analitos entre la fase acuosa y la fase seudo estacionaria. La ventaja que presenta
en relacion con la cromatografia liquida es que se puede cambiar la composicién
de la fase estacionaria cambiando la composicién de las micelas del buffer. Otra
ventaja es que requiere pequenos volumenes de muestra, en el orden de 0,1 a 10
nL (Villacis, 2011).
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e Cromatografia de gases.-Esta técnica es utilizada para el andlisis de alrededor
del 60% de las micotoxinas, el detector mas sensible es el de captura de
electrones y generalmente se utiliza la técnica acoplada a un espectrometro de
masas. La ventaja es que se requiere cantidades pequefas de muestra y los
limites de deteccion y cuantificacion son mucho menores (Villacis, 2011). La
aplicacion de esta técnica a jugos de manzanas, cuya extraccion se realizé con etil
acetato y purificados en una columna de silica gel, tiene un limite de deteccion de
10 ug/L (Shephard y Leggot., 2000).

e Cromatografia liquida.-Debido a la polaridad de la molécula de patulina y su
caracteristica de absorcion de luz ultravioleta, son muy utilizados los métodos
analiticos basados en cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa
conectado a un detector ultravioleta. Estos métodos han ofrecido buenos
resultados para la separacién y la cuantificacién de patulina simultaneamente con
un detector ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm. La espectrometria de
masas Yy arreglo de diodos también han sido utilizados como complemento para la
deteccion UV. La patulina es una molécula de bajo peso molecular y alta
polaridad, y puede ser removida de las columnas de fase reversa usando una fase
movil con alto porcentaje de agua. Las fases moviles que se utilizan en la mayoria
de los analisis son mezclas de acetonitrilo y agua en proporciones diferentes,
aunque también son consideradas mezclas de agua-etanol y acido acético, agua-

metanol. Se trabaja en condiciones isocraticas (Villacis, 2011)

1.7.CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) es una técnica
analitica rapida y sencilla. La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una
lamina de plastico o aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa de
adsorbente (fase estacionaria). Entonces, la lamina se coloca en una camara de
cromatografia cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados (eluyente o fase
movil) (Figura 16). A medida que la mezcla de disolventes asciende por capilaridad a
través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los productos presentes en la

muestra entre el disolvente y el adsorbente (Pyetrzyk y Clyde, 1979).
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Figura 16. Camara de cromatografia.

Fuente: Rouessac y Rouessac (2000).

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son Silica Gel (SiO,)
y la alimina (Al,O3;), ambas de caracter polar. La alumina se utiliza para separar
compuestos relativamente apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y
cetonas). La Silica Gel, por el contrario, se utiliza para separar sustancias mas polares
(alcoholes, aminas, acidos carboxilicos). El proceso de adsorcion se debe a interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrogeno entre el soluto y el
adsorbente. El adsorbente debe ser inerte con las sustancias a analizar y no actuar como
catalizador en reacciones de descomposicion. La retencion se puede explicar en base a la
polaridad que se establece entre el soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los
centros activos polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de soluto se encuentran
adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se produce la eluciéon van siendo
desplazadas por la fase movil (Pyetrzyk y Clyde, 1979).

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen
de la placa se conoce como Rf, y tiene un valor constante para cada compuesto en unas
condiciones cromatograficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafo de la camara

de desarrollo, temperatura, etc.) (Figura 17).
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Figura 17. Relacion de la distancia recorrida por el soluto y el eluyente.

Fuente: Rouessac y Rouessac (2000).

La mayor parte de las placas de cromatografia llevan un indicador fluorescente que
permite la visualizacion de los compuestos activos a la luz ultravioleta (254 nm). El
indicador absorbe la luz UV y emite luz visible. La presencia de un compuesto activo en el
UV evita que el indicador absorba la luz en la zona en la que se encuentra el producto, y
el resultado es la visualizacién de una mancha en la placa que indica la presencia de un

compuesto (Pyetrzyk y Clyde, 1979).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de Penicillium y el contenido de patulina en manzanas frescas y
procesadas comercializadas en tres puntos de venta de la ciudad de México y area

metropolitana para evaluar su calidad sanitaria.

2.2.0BJETIVOS PARTICULARES

2.2.1. OBJETIVO PARTICULAR 1
Detectar la presencia del género Penicillium spp. en manzana “Golden Delicious” de la
central de abastos de la Ciudad de México, Bodegas de Atizapan y mercado del Carmen
de Cuautitlan Izcalli, mediante aislamiento e identificacién macroscopica y microscépica

del hongo, para determinar la calidad del producto fresco.

2.2.2. OBJETIVO PARTICULAR 2
Determinar la presencia y el contenido de patulina en manzana “Golden Delicious”, a
través del método de cromatografia en capa fina para evaluar su cumplimiento con las

normas internacionales establecidas.

2.2.3. OBJETIVO PARTICULAR 3
Determinar la presencia y contenido de patulina en productos derivados de la manzana
elaborados artesanalmente e industrialmente (sidra, refresco, jugo, mermelada,
deshidratados), a través del método de cromatografia en capa fina para evaluar su

cumplimiento con las normas internacionales establecidas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.CUADRO METODOLOGICO

Objetivo general: Determinar la presencia de Penicillium spp. y el contenido de patulina en manzanas
frescas y procesadas comercializadas en tres puntos de venta de la ciudad de México y area
metropolitana para evaluar su calidad sanitaria.

v

v

v

Objetivo particular 1

Detectar presencia de
Penicillium en manzana “Golden
Delicious” de la central de
abastos de la Ciudad de México,
Bodegas de Atizapan y mercado
del Carmen de Cuautitlan Izcalli,
mediante aislamiento e
identificacibn  macroscopica vy
microscépica del hongo, para
determinar la calidad del producto

Objetivo particular 2
Determinar la presencia y el
contenido de la patulina en
manzana ‘Golden Delicious’, a
través del método de
cromatografia en capa fina y
espectrofotometria para evaluar
su cumplimiento con las normas
internacionales establecidas.

v

fresco.
v

Actividad 1

Evaluar la presencia de hongos
en la superficie de la manzana
fresca mediante  observacion
directa 'y con  microscopio
estereoscopico.

Actividad 1

Estandarizar la técnica de
cromatografia en capa fina para
determinacién de patulina.

Objetivo particular 3
Determinar la presencia vy
contenido de Ila micotoxina
Patulina en productos
derivados de Ila manzana
elaborados artesanalmente e
industrialmente (sidra, refresco,
jugo, mermelada,
deshidratados), a través del
método de cromatografia en
capa fina y espectrofotometria
para establecer si cumplen con
las normas internacionales
establecidas.

v

v

v

Actividad 2
Extraer patulina de manzanas
con sintomas de pudricion por

Actividad 1
Extraer patulina de los productos
derivados de manzana.

v

Actividad 2

Aislar y purificar Penicillium spp.
Siembra en PDA (Agar papa
dextrosa)

Penicillium.

v

Actividad 3

Identificar Penicillium expansum
por caracterizacién macroscoépica
y microscopica en extracto de
levadura—agar (CYA), extracto de
malta—agar (MEA), extracto de
czapek con 25% de glicerol
(G25N) y reaccion de Ehrlich

Actividad 3
Detectar la patulina en las
manzanas “Golden Delicious”

contaminadas, por el método

974.18 de la AOAC.

Actividad 2

Deteccién de patulina en los
diferentes productos derivados de
manzana por el método 974.18

v

Actividad 3

Detectar la patulina en las
manzanas “Golden Delicious”
contaminadas, por

espectrofotometria.

de la AOAC.
Actividad 3
Detectar la patulina en los

diferentes productos derivados de
manzana por espectrofotometria.

Analisis de resultados
v

Conclusiones
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3.2.MATERIAL BIOLOGICO
Manzanas de la variedad “Golden Delicious”, de tipo de venta a granel y en caja, fueron
seleccionadas al azar de la central de abastos de la Ciudad de México (bodegas S1y S7),
Bodegas de Atizapan (E y M) y mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli.
Asimismo, los productos derivados de manzana: jugo, mermelada, fruta deshidratada y
sidra de origen artesanal se adquirieron en Zacatlan, Puebla; y los productos comerciales,

en centros comerciales en Cuautitlan Izcalli (Tabla 9).

Tabla 9. Productos derivados de manzana elaborados artesanal e industrialmente.

Producto artesanal Producto comercial

NATURAL SLICES
\ 8

&

3.3.MUESTREO
El muestreo se realizd basandose en los lineamientos de la Directiva Europea
DIRECTIVA 2003/78/CE por la que se fijan los métodos de toma de muestras y de
analisis para el control oficial del contenido de patulina en los productos alimenticios.
El numero minimo de muestras elementales que deben tomarse del lote se indica en la

Tabla 10.
Tabla 10. Nimero minimo de muestras elementales que deben tomarse del lote

Peso del lote (kg) NUmero minimo de muestras elementales
<50 3
50 a 500 5
>500 10

[44]



MATERIALES Y METODOS

El nimero de muestras elementales fue de 12 lotes de cinco unidades para el tipo de
venta a granel y una caja de cada centro de distribucion fruticola dando un total de 360

manzanas (con 120 unidades de cada centro: 60 a granel y 60 en caja).

3.4.ALMACENAMIENTO DE MANZANAS “GOLDEN DELICIOUS”

Los frutos fueron almacenados por 56 dias en camara humeda en condiciones de
refrigeracion (5°C) y fueron evaluadas visualmente cada tercer dia.

El propésito de la camara humeda fue crear las condiciones favorables de humedad para
el desarrollo rapido de hongos o bacterias que pueden estar involucradas en la
produccion de sintomas de enfermedad, pero cuya presencia no es perceptible en el
momento de la primera observacion (French y Hebert, 1980).

Para establecer las condiciones de humedad se credé una camara humeda, utilizando
agua destilada previamente esterilizada a 121°C por 20 min, la cual se dejo enfriar y se
rocio en bolsas de polietileno. Las manzanas se marcaron enumerando cada unidad del 1
al 120 para cada procedencia, posteriormente se introdujeron en las bolsas de polietileno

y se cerraron para ser almacenadas en una camara de refrigeracion (Figura 18).

Se marcaron las Adicion de agua Colocacion de las Cierre de las bolsas Almacenamiento
manzanas estéril en bolsas manzanas dentro de refrigerado
las bolsas.

Figura 18. Procedimiento para el almacenamiento de manzanas en camara humeda

3.5.IDENTIFICACION DE HONGOS EN LA SUPERFICIE DE LA MANZANA
Las técnicas para la identificacién de mohos se encaminan, principalmente, al estudio de
la morfologia, tanto macroscopica como microscopica. Para ello, se realiza una resiembra
sobre un medio de identificacion adecuado y, después de su incubacién en estufa de
cultivo, se procede a la observacibn macro y microscopica de diversos parametros
(Pascual y Calderon, 2000).
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3.5.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL HONGO DE LA MANZANA

3.5.1.1. Preparacion del medio de cultivo
El medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) se utilizé para llevar a cabo los
procedimientos de crecimiento y aislamiento. Para ello se prepar6é el medio con una
infusiéon de papa natural, previamente lavada y picada en pequenos trozos, de las cuales
se obtuvieron 500 g, y se hirvieron en 500 mL de agua destilada durante 30 min. Una vez
cumplido ese tiempo, se filtré a través de una manta de cielo y se tomé 150 mL de la
infusion, al cual se le adicioné 5 g de dextrosa BD Dioxon y 3.75 g de agar bacteriolégico
BD Dioxon. Después se complementé el volumen hasta 250 mL y se agitdé hasta
homogeneizar totalmente calentandolo hasta ebullicion. Finalmente se esteriliz6 en una

autoclave Presto a 121 °C y 20 Ib de presién por 20 min.

3.5.1.2. Siembra del hongo en agar-papa-dextrosa
Para la siembra de los hongos se realizé una previa observacion en la superficie del fruto,
asi como en el pedunculo para encontrar esporas o cuerpos fructiferos fungicos. Una vez
ubicadas las esporas sobre la superficie, se recolectaron con la punta de una aguja estéril
y se sembraron en el medio. Posteriormente se incubd a 25 °C por 5 dias para permitir el
desarrollo de las colonias. Finalmente se resembré en placas para purificar los

aislamientos (Figura 19).

Siembra en agar Incubacion de las cajas  Resultado de la siembra Purificacion del hongo
a 25 °C por 5 dias

Figura 19. Procedimiento para aislar y purificar hongos en PDA
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3.5.2. IDENTIFICACION MACROSCOPICA
Para la observacion macroscopica se tomaron en cuenta diversos parametros: grado de
crecimiento y aspecto de las colonias (forma, textura superficial, color anverso y reverso),

caracteristicas de las hifas, formacién y tipo de exudado principalmente.

3.5.2.1. Preparacion de medios de cultivo especificos
Los medios de cultivo y temperaturas de incubacion que se utilizaron para identificar
Penicillium son: agar Czapeck extracto de levadura Dibico (Czapeck Yeast Extract Agar,
CYA) a 25 °C, agar-extracto de malta DB Bioxon al 2% (Malt Yeat Agar, MEA) a 25 °C y
concentrado de Czapeck Dibico-Glicerol Reaquimex al 25% a 25 °C. Por lo general, los
medios de cultivo se prepararon resuspendiendo en agua destilada el medio
deshidratado; posteriormente se homogeneizaron calentando hasta disolver los grumos.

Finalmente se esterilizd en una autoclave Presto a 121 °C por 20 min.

3.5.2.2. Resiembra de Penicillium en puntos equidistantes

La identificacién de Penicillium requiere la siembra del moho en tres puntos equidistantes
(triangulo equilatero) en placa de agar de medios especificos. Para ello se prepard una
suspension de esporas en un tubo eppendorf de capacidad de 1.5 mL, en donde se
colocé 1 mL de agua estéril con Tween 80 al 0.1 % y una muestra de esporas del
aislamiento fungico. Después se agité la mezcla en un vortex MaxiMix Il. Se tomaron 2 pL
de la suspension de esporas y se colocé en tres puntos de la superficie del agar (Figura
20). Las cajas se colocaron en una estufa de cultivo E-41 conveccion por gravedad por 7
dias a 25 °C y se observaron sus caracteristicas morfolégicas macroscopicas empleando
el microscopio estereoscoépico Velab VE-51 con ayuda de las claves de Samson y Frisvald
(2004) y Pitt y Hocking (2009).

Figura 20. Siembra del moho en tres puntos equidistantes.
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3.5.3. IDENTIFICACION MICROSCOPICA
Para la observacion microscopica, se llevé a cabo una tincion. Para ello se tomd una parte
de la superficie de la colonia con una aguja de diseccion estéril y se sumergio la muestra
en una gota de azul de lactofenol sobre un portaobjetos, con la ayuda de otra aguja o de
un asa microbioldgica se extendio el preparado y se cubrid con un cubreobjetos; para
luego ser observada al microscopio 6ptico empleando el objetivo 40X. Se utilizaron las

claves de Pitt y Hocking (2009) y Frisvald y Samson (2004) para la identificacion.

3.5.4. REACCION DE EHRLICH
La reaccion de Ehrlich sirve para identificar especies del género Penicillium. Los aislados
son examinados con el reactivo de Ehrlich mediante el método de papel filtro para
observar la producciéon de acido ciclopiazonico y otros alcaloides presentes en éstos
(Frisvad & Samson, 2004). La preparacion del reactivo consistid en agregar 2 g de 4-
dimetilaminobenzaldehido en 85 mL de metanol al 96% y 15 mL de HCI 10 N. A partir de
una colonia en CYA (incubada de 5 a 9 dias a 25 °C, sin embargo algunos requieren 14
dias de incubacién). Del centro de la colonia se tomé una muestra circular de 4 mm. Una
pieza de 1 cm de diametro de papel filtro (Whatman No. 1) es colocada, humeda con el
reactivo, en la parte del micelio (Figura 21). Si un anillo violeta aparece después de 2 a 6
min, la colonia tiene acido ciclopiazonico o alcaloides relacionados. La reaccién después
de 7 a 10 min se observa débilmente. Después de 10 min el anillo violeta desaparece.

Algunos aislados presentan anillos de rosas a rojos o amarillos.

-

| s &

C D E
Anillo violeta en Anillo  violeta Anillo café rojizo
P. expansum en P. palitans en P. allii.

Toma de muestra de Colocacion de papel

una colonia de filtro con reacctivo de F G H
Penicillium Ehrlich Anillo violeta difuso Anillo amarillo No reaccion en
en P. discolor en P. olsonii P. italicum

Figura 21. Coloraciones de la reaccién de Ehrlich.
Fuente: Frisvad & Samson (2004).
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3.6.DETECCION DE PATULINA
3.6.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Durante la experimentacion se prepararon muestras para la extraccion de patulina. Tanto
para el producto fresco como para el producto procesado elaborado artesanal e

industrialmente.

3.6.1.2. Preparacion de la muestra del producto en fresco
Se tomaron manzanas con sintomas de pudricion. Cada muestra representa una
manzana la cual se licué con 50 mL de agua destilada. El puré que se obtuvo se filtré6 a

través de papel filtro Whatman no. 1 y se mezcl6é para homogeneizar.

3.6.1.3. Preparacion de la muestra para los productos procesados
elaborados industrial y artesanalmente

Los productos que se estudiaron fueron: jugo de manzana, sidra, manzana deshidratada y
mermelada. Para los productos liquidos como el jugo y la sidra, la muestra se tomd
directamente de la botella asegurandose de mezclarlo bien antes de abrirlo, a excepcion
de la sidra donde fue necesario desgasificar, para ello la muestra se licué y se dejo
destapado por un periodo de tiempo, repitiendo estos pasos hasta que la bebida quedo
completamente sin gas.
Para la manzana deshidratada, se tomaron 30 g de muestra y se licué con 80 mL de agua
destilada y el puré obtenido se filtré6 con papel Whatman no. 1. Por otra parte la

mermelada se licué con 50 mL de agua e inmediatamente se realizé la extraccion.

3.6.2. EXTRACCION DE PATULINA
Las muestras previamente preparadas se emplearon 20 mL de cada una y se extrajeron
con 60 mL de acetato de etilo (Sigma-Aldrich para HPLC) en un embudo de separacion.
Estos se mezclaron vigorosamente por 1 min. Una vez que se separaron las fases, se
retird la fase mas densa, recuperando unicamente la fase superior, la cual se le agrego 8
g de Na,SO4 (JT Baker) y se dejo reposar por 30 minutos. Posteriormente el liquido pasé
a través de un filtro de microfibra de vidrio (Vicam, 1.5 uym) vy se realizé un lavado del
Na,SO, adicionando 10 mL de acetato de etilo. La muestra se evapor6 con un rotavapor
(marca Heidolph Laborota 4002/4003) hasta un volumen menor de 5 mL (evitando que se
evapore hasta sequedad) a 55 °C al vacio. A continuacion se llevd a sequedad bajo una

corriente de nitrégeno a 40 °C con un evaporador (marca TurboVap LV). La toxina se
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resuspendié en 5 mL de alcohol etilico absoluto (J.T. Baker, grado analitico) agitando por
un minuto en un vortex (marca MaxiMix Il). Las muestras se almacenaron en congelacion
(-20 °C) en viales forrados con papel aluminio para evitar su exposicion a la luz para su

siguiente uso (Figura 22).

Mezcla de la muestra ., Recuperacion de la fase Incorporacion del NaxSO4
. Separacion de las fases .
con acetato de etilo superior

Evaporacion con corriente  Resuspension  de  las
de nitrégeno a 40 °C muestras.

Filtrado del liquido con  Evaporacion a vacio a 55
microfibra de vidrio °C

Figura 22. Procedimiento de extraccién de patulina.

3.6.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
La cromatografia en capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC) es un método sensible,
de bajo costo, sencillo y versatil. La separacion de los constituyentes de la muestra se
realizaron empleando una placa de Silica Gel 60 con un grosor de 200 um marca Merck
y como sistema de desarrollo se empleo una fase movil de tolueno-acetato de etilo 90%-
acido férmico (5+4+1). La técnica estd basada de acuerdo al método oficial de la AOAC
(Official Method 974.18. Patulin in Apple juice).

3.6.3.1. Preparacion de la solucion estandar
Se empleo un estandar de referencia de patulina cristalino puro comercial marca Sigma-
Aldrich de 10 mg. Primero se prepard una solucion de 2 mg/mL, resuspendiéndola en 5
mL de CHCI;. Posteriormente se tomé 0.5 mL de esta solucion madre y se aforé con 10

mL de CHCI; para tener una solucion stock con una concentracion de 100 pg/mL, la cual
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se empled como estandar. Esta se almacené en congelacién (- 20 °C) en un vial envuelto

en papel aluminio para evitar su exposicion a la luz hasta su posterior uso.

3.6.3.2. Preparacion del revelador solucién 3-Metil-2-
Benzotiazolinona hidrazona hidroclorhidrica monohidrato

(MBTH)
Se disolvié 0.5 g de MBTH-HCI-H,O en 100 mL de agua. Se almacendé en una cdmara de

refrigeracion marca Ojeda a 5 °C y se preparé solucion cada tercer dia de uso.

3.6.3.3. Aplicacién de las muestras
Se dibujo una linea a 4 cm del borde inferior y superior en la placa. Se colocaron las 2
muestras de la extraccion de patulina ,con un cm de distancia entre ellas, aplicando 5 puL y
10 uL sobre la lineay 1, 3, 5, 7 y 10 uL de estandar, por medio de un capilar.
Posteriormente se colocaron 5 pL del estandar sobre uno de los puntos de 5 ulL de la

muestra de patulina (Figura 23.1).

3.6.3.4. Desarrollo de las placas
La placa se introdujo en una camara de desarrollo con una fase movil de tolueno-acetato
de etilo 90%-acido formico (5+4+1).
La fase movil migrd a través de la fase estacionaria, separando los constituyentes debido
a la diferencia de polaridad. Cuando el frente del disolvente alcanzé la distancia de 4 cm
del borde superior de la placa, se retirdé la placa de la camara de desarrollo y se dejo

evaporar el eluyente adherido a la placa (Figura. 23.2).

3.6.3.5. Revelado postcromatografico
Cuando la muestra no es visible en el cromatograma, es necesario el uso de un revelador
que permite la visualizacién de los compuestos bajo una ldmpara de luz ultravioleta (254
nm). Para ello se empleo el revelador MBTH al 0.5% que se rocid en la placa y
posteriormente se sometid al calor durante 15 min a 130 °C en un secador convectivo
marca Quincy Lab (Figura 23.3 y 23.4). Una vez cumplido ese tiempo se examind la
placa. La patulina aparecié6 como una mancha amarilla a luz visible y como una mancha

amarilla fluorescente bajo luz ultravioleta con un Rf de 0.5.
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Revelador MBTH en la Secado de la placa en el

R e Colocacion de la placa | horno convectivo marca
muestras sobre la ’ dentro de la camara de placa. _ o
placa de cromatografia Quincy La

cromatografia

Figura 23. Procedimiento para realizar la cromatografia en capa fina.

En el sistema de cromatografia de capa fina se emplea el Rf que se define como factor de
retencién, correspondiente a su migracion relativa en relacion con el disolvente (Rouessac

y Rouessac, 2000):

Rf— distancia recorrida por el soluto _X
“distancia recorrida por el frente del disolvente ~ x,

3.6.3.6. Interpretacion y calculo

Después del revelado de la placa, el cromatograma debe ser interpretado para establecer
si la micotoxina de interés esta presente o no en la muestra. La mancha de la micotoxina
procedente del extracto puede ser localizada con ayuda de los estandares co-
desarrolados. Las manchas de las presuntas toxinas deberan coincidir con los estandares
de referencia en el valor de Rf obtenido y el matiz (color). En caso necesario se hace una
interpolacion. El calculo de la concentracion de micotoxinas en la muestra se hace
aplicando la siguiente ecuacion:

ug SXYXV

kg XxW
En el cual
S= L del patrén de micotoxina igual a la incégnita
Y= concentracién del patrén de micotoxina en pg/mL
V=L de dilucidn final del extracto de la muestra

X=uL de extracto de la muestra que dan una intensidad
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3.6.4. ESPECTROFOTOMETRIA
La espectrofotometria es un método de analisis cuantitativo que se basa en la capacidad
de las sustancias de adsorber luz, a una longitud de onda (i) determinada, en proporcién
directa a la cantidad de materia presente. Al incidir un haz de luz (L;) en determinada
longitud de onda (A) sobre una muestra, parte de esta luz es absorbida y la otra es
reflejada o transmitida (L;). La cantidad de luz absorbida por la muestra es directamente
proporcional a la concentracién de la muestra y a la longitud del cuerpo atravesado por el

haz (ancho de la camara de desarrollo) (Quesada, 2007).

3.6.4.1. Espectrofotometro
Por medio del espectrofotémetro (Thermospectrnic, Genesis UV), se determind la longitud
de onda (L) 6ptima de absorcién de la patulina. El espectro de absorcion de una sustancia
se obtiene realizando un barrido en todo el espectro visible y ultravioleta. Posteriormente
se graficod la absorbancia vs la longitud de onda, y se encontrd la longitud de onda que
corresponde con el punto maximo de absorcion de la patulina; éste es el valor de longitud

de onda con el que se trabajé en el andlisis cuantitativo de patulina en las muestras.

3.6.4.2. Curvade calibracion
La solucion estandar de referencia a una concentracion de 100 ug/mL fue utilizada para
hacer la curva estandar con cinco puntos a una longitud de onda de 300 nm. Al
representar graficamente estos valores (Abs. vs concentracion), se obtuvo una curva de
calibracién.
A partir de la curva de calibracion, es posible conocer la concentracion de una muestra
desconocida; para ello, se midid la absorbancia de la muestra a la misma longitud de

onda y, con base en ese valor, se interpol6 la concentracion.

3.6.4.3. Interpretacion y calculo
El célculo para la concentracion de patulina se realiza de acuerdo a la siguiente ecuacién:
m X X Ve XV,
79 - ﬁ «FD
Donde
X= concentracion en ug/mL que se obtiene de la curva de calibracién
Ve=Volumen de la celda (mL)

Ve=Volumen del extracto (mL)
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Va=Volumen de la alicuota (mL)
P= peso de la muestra (g)

FD= factor de dilucion

3.7.TRATAMIENTO ESTADISTICO
Los resultados fueron tratados con un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de

medias de Duncan aplicando un nivel de significancia del 5% utilizando el programa
estadistico IBM SPSS Statistics version 20.0.

[54]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.ALMACENAMIENTO DE LAS MANZANAS EN CAMARA HUMEDA
El almacenamiento a bajas temperaturas resulta beneficioso porque la respiracion y el
metabolismo se reducen (Agusti, 2010). Ademas, la conservacion en frio normal de la
manzana “Golden Delicious” se extiende hasta cuatro meses (Mateo, 2005).
En esta experimentacién se realizé una observacion peridédica de las manzanas durante
su almacenamiento refrigerado y se observd si presentaban pudricion. La figura 24
presenta los porcentajes de los lotes con sintomas de pudricidon para los distintos centros

de distribucion fruticola para el tipo de venta a granel y en caja.
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Figura 24. Porcentaje de lotes con sintomas de pudricion en cada centro de distribucion
fruticola para los distintos tipos de venta a granel y en caja. Central de abastos de México
(CAM), Bodegas de Atizapan (CAT) y Mercado del Carmen de Cuautitlan lzcalli.

Como se puede observar en el grafico , el mayor nimero de lotes con casos de pudricion
es para el mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli (MCA) con un 83% en ambos tipos de
venta, seguido de las Bodegas de Atizapan (CAT) con un 33% y 8% para el tipo de venta
en granel y en caja respectivamente y por ultimo se encuentra la Central de Abastos de la
Ciudad de México (CAM) con un 25% para el tipo de venta a granel y 8% para el tipo de

venta en caja. También se puede apreciar la tendencia que tiene el tipo de venta en caja,
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con menor numero de casos de pudricion a comparacién del tipo de venta a granel,
excluyendo el mercado del Carmen, cuyo caso fue similar para ambos tipos de venta. Los
empaques para las manzanas son principalmente cajas de cartén de 18 a 20 kg, las
cuales contienen bandejas que pueden ser de cartoncillo, plastico o poliestireno
expandido donde se colocan los frutos para una mejor distribucién. El empaque brinda
proteccién contra la manipulacién mecanica y el colapso de los frutos entre ellos
(SAGARPA-UNIFRUT, 2014). Debido a eso, las manzanas en este tipo de venta no
presentaron dafios mecanicos a comparacion del tipo de venta a granel.

En lo que respecta a las vias de contaminacion, la presencia de los sintomas de pudricion
se debe al acceso del hongo por cavidades naturales tales como el pedunculo 6 el caliz; 6
por lesiones superficiales como resultado de la manipulaciéon postcosecha. Una vez que
ha penetrado al fruto, el crecimiento del hongo es favorable. Por consiguiente es
importante destacar que la Central de Abastos de la Ciudad de México presentd
contaminacién por pedunculo en las manzanas a granel, mientras que en el tipo de venta
en caja se le atribuye a una pudricién ajena a la provocada por Penicillium. En lo respecta
a las Bodegas de Atizapan, el 50% de los casos de pudricion fue por contaminacion a
través del pedunculo y el resto por lesiones superficiales en el tipo de venta a granel,
mientras que en caja, el total de casos fue por pedunculo. Finalmente para el mercado del
Carmen de Cuautitlan lzcalli, los casos de contaminacion se dieron por lesiones
superficiales.

De acuerdo a los resultados que aqui se presentan, se observa que las lesiones son
mayores cuando el centro de distribucion se vuelve mas local, indicando que los
mercados locales sufren de mayores manejos inadecuados durante su transporte,
manipulacion y almacenamiento y por consiguiente hay mayor nimero de casos con

sintomas de podredumbre.

A continuacion se describe el almacenamiento de cada centro a detalle con su respectivo

seguimiento fotografico.
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4.1.1. CENTRAL DE ABASTOS DE LA CIUDAD DE MEXICO
La tabla 11 presenta el seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la
central de abastos de la ciudad de México durante 56 dias de almacenamiento refrigerado
(5 °C) para los tipos de venta a granel de la bodega S1. Las imagenes que se presentan
fueron frutos que se evaluaron cada 9 dias durante todo el periodo de almacenamiento.
La mayoria de las manzanas a granel mostraron rastros de esporas en su morfologia,
generalmente en el pedunculo y en la cavidad inferior de la manzana o caliz, ya que son
areas donde se facilita la acumulacion de tierra. Conjuntamente, las manzanas mostraron
lesiones superficiales, conocidas como “golpes de sol” las cuales son quemaduras en la
piel de los frutos como consecuencia de danos foto-oxidativos en la epidermis provocados
por un exceso de luz. Las lesiones en ocasiones estan rodeadas por un halo de color
rojizo y a pesar de que son de consistencia seca y dura, los tejidos alterados pueden
verse afectados por podredumbres como lo sefiala Vihnas et al., (2013). Algunas
manzanas de los lotes 4, 5 y 6 de tipo de venta a granel, muestran golpes de sol
adquiridos seguramente durante la cosecha, sin embargo a pesar de ello, a los 52 dias
los frutos aun no presentaban sintomas de podredumbre azul.
Por otro lado, se presentaron dos casos de pudricion en manzanas en lotes distintos (lote
2 y 12). El padecimiento inicié con crecimiento micelar en el pedunculo del fruto, ya que
el moho coloniza los pedunculos, particularmente los que son gruesos y carnosos (Kader,
2002), seguido de invasion interna, donde el tejido alrededor de esta zona muestra una
textura aguanosa y clara. Sintoma que fue incrementando progresivamente cubriendo la
superficie de la manzana mas del 50% del tejido aunado con crecimiento masivo del
hongo, como se puede observar en las imagenes de los ultimos dias de almacenamiento
del lote 2.
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Tabla 11. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la central de abastos de la Ciudad de México, bodega S1 tipo de

venta a granel.

25 dias 34 dias 43 dias 52 dias
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Tabla 11. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la central de abastos de la Ciudad de México, bodega S1, tipo de

venta a granel (continuacién).

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias

[60]



RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 12 muestra el seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la
central de abastos de la Ciudad de México de la bodega S7 de tipo de venta en caja. Las
manzanas en este tipo de venta, al igual que en las de granel, mostraron rastros de
esporas en su morfologia alojadas en las mismas zonas. No obstante, estas manzanas no
tenian las mismas lesiones de golpe de sol, ni cualquier otro tipo de lesién superficial. Por
lo que su calidad visual era mejor. En el lote 9, se presentaron manzanas con manchas
café oscuro que invadia la parte superior del fruto, cerca del pedunculo. Posteriormente el
padecimiento fue en aumento hasta los 52 dias, donde ya abarcaba el 100% de la
manzana, sin embargo, estos sintomas no correspondian con los de la podedrumbre azul,
ya que no habia rastros de Penicillium spp por ningun lado aun con el
avance del padecimiento. Ademas la zona café presentd un color mas
oscuro con respecto a los sintomas caracteristicos de la enfermedad

de podredumbre azul. Por otro lado, las manzanas presentaron otro

padecimiento, como el “escaldado blando”, el cual se caracteriza por E
un oscurecimiento en la epidermis de la zona ecuatorial del fruto, Figura 25. Escaldado
en forma de manchas con bordes bien definidos y consistencia blando en manzana

flacida (Figura 25). Es una alteracion propia de manzanas y como  cGolden Delicious”.
Fuente: Viias et al.,

(2013).

variedades sensibles destacan “Golden Delicious”. Este se puede
considerar como una forma de dano por frio y ocurre al someter a
la variedad a temperaturas inferiores a las que normalmente soporta o frutos con grado de
madurez avanzado al iniciarse la conservacion frigorifica (Vihas et al., 2013).

Oftra posibilidad es que la manzana haya sido atacada por Gloesporium s.p. , el cual es
resistente al frio (Plank, 2005) y cuyos sintomas incluyen manchas color marrén, en torno
a las lenticelas (Figura 26) (Fomesa, 2014).

Dado que no hay una causa certera de las manchas, posiblemente se traté de un
deterioro combinado donde los dafos por frio hayan dado cabida a
una contaminacion fungica ajena a la invasion por Penicillium spp.

En general, se observo que los frutos de la central de abastos de

México, presentaron un niumero bajo de padecimientos causados por

Figura 26. Gloesporium Penicillium spp. Durante este tiempo de almacenamiento y bajo las
Sp en manzana. condiciones establecidas, se tardd 25 dias en presentar los primeros

Fuente: Vifias et al.,  sintomas en manzanas a granel y hasta 43 para manzanas en caja.
(2013).
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Tabla 12. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la central de abastos de la Ciudad de México, bodega S7, tipo de

venta en caja.

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias
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Tabla 12. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de la central de abastos de la Ciudad de México, bodega S7, tipo de

venta en caja (continuacion).

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias
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4.1.2. BODEGAS DE ATIZAPAN
La tabla 13 presenta el seguimiento fotografico de las manzanas “Golden Delicious” de
tipo de venta en caja del almacén E de las bodegas de Atizapan durante 56 dias de
almacenamiento refrigerado. Las imagenes corresponden a los frutos evaluados cada 9
dias durante el almacenamiento refrigerado. La tabla 14 presenta el seguimiento
fotografico de las manzanas “Golden Delicious” de tipo de venta a granel de la bodega M.
Las manzanas presentaron colonias verde azules (Penicillium) y grises (Alternaria) en el
pedunculo y en la cavidad inferior como se menciond en la central de abastos de la ciudad
de México, en ambos tipos de venta.
En general, se presentaron 5 casos de pudricion para las manzanas a granel y un caso de
pudricion para el tipo de venta en caja. Los sintomas de pudricion para el ultimo se
presentaron a los 43 dias, mientras que en las manzanas a granel, hubo presencia de
pudricién a los 7 dias (en 3 manzanas) y alrededor de los 43-52 dias (en 2 manzanas).
Manzanas de los lotes 2 y 5, de tipo de venta a granel, presentaron lesiones superficiales;
las cuales permitieron la contaminacién fungica mientras que los lotes 10 y 11 del tipo de
venta a granel y el lote 10 del tipo de venta en caja presentaron invasién en el pedunculo
como se menciono anteriormente en la central de abastos de la Ciudad de México.
Esto indica que el tiempo en que aparecieron los sintomas depende, del maltrato que
hayan obtenido durante su manipulacion antes de ser adquiridas y de las condiciones
climaticas. Pese a que las manzanas “Golden Delicious” presentan en general, buena
aptitud al transporte y manipulacioén, en zonas calidas la piel del fruto se vuelve sensible a
las manipulaciones (Mateo, 2005). Conjuntamente, el almacenamiento de frutos durante
semanas y aun meses, puede acarrear pérdidas importantes debidas al decaimiento de
aquellos si no se tratan con inhibidores eficaces del crecimiento de microorganismos y no
se almacenan en un ambiente desfavorable para su desarrollo (Agusti, 2010). EIl
almacenamiento en estas bodegas se mantiene a temperatura ambiente, por lo que se
pueden atribuir casos en que las manzanas presentaron pudricion a los 7 dias
principalmente por factores mecanicos y climaticos. No obstante, los sintomas de
pudricién entre los 43-52 dias en torno al pedunculo, se le atribuye a una invasion
progresiva del moho en esta zona como oportunista a la madurez de la manzana. Y en el
caso de las manzanas que presentaron pudricion al estar en contacto con otras
previamente deterioradas, la pudricion se beneficié ya que la atmdsfera de éstas suele
estar cargadas de esporas del hongo y los frutos pueden verse contaminados al llegar a
ellas (Agusti, 2010).
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Tabla 13. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de las bodegas de Atizapan, bodega E, tipo de venta en

caja.

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias
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Tabla 13. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de las bodegas de Atizapan, bodega E, tipo de venta en

caja (continuacion).

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias

[66]




RESULTADOS Y DISCUSION | ‘

Tabla 14. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de las bodegas de Atizapan, bodega M, tipo de venta a

granel.

16 dias 25 dias 34 dias 43 dias 52 dias
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Tabla 14. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” de las bodegas de Atizapan, bodega M, tipo de venta a

granel (continuacién).

16 dias 25 dias i 52 dias
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4.1.3. MERCADO DEL CARMEN DE CUAUTITLAN IZCALLI
La tabla 15 presenta el seguimiento fotografico de las manzanas “Golden Delicious” del
mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli de tipo de venta en caja durante 56 dias de
almacenamiento refrigerado con fraccién de 9 dias entre cada fotografia presentada.
Las manzanas del mercado del Carmen mostraron distintos tiempos de pudricién, los
cuales se dieron principalmente los primeros 7 dias y entre los 34 y 52 dias de
almacenamiento.
La mayoria de las manzanas con punto de venta en caja, presentaban heridas
superficiales pequenas en las paredes laterales o en la parte baja de la manzana, dafios
que posteriormente se agravaron debido al crecimiento del hongo. En casos menos
frecuentes se presentaron manchas sobre la epidermis de la manzana posiblemente por
algun tipo de cambio fisioldgico.
En lo que respecta a las manzanas de tipo de venta a granel, se puede observar el
seguimiento fotografico de las manzanas “Golden Delicious” del mercado del Carmen de
Cuautitlan Izcalli durante un almacenamiento refrigerado por 56 dias en la tabla 16. Los
dafios que presentaron las manzanas fueron muy similares a las descritas en el tipo de
venta en caja.
En general, podemos observar que el mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli, presento
diversos casos de padecimientos por Penicillium después de 56 dias de almacenamiento
independientemente del tipo de venta, es decir, tras haber analizado 24 lotes, unicamente
4 fueron libres de padecimientos donde dos le correspondieron al tipo de venta a granel
(los lotes 6 y 7) y dos al tipo de venta en caja (2 y 9).
Con respecto a las manzanas de tipo de venta en caja, los lotes 1, 4, 5, 7, 10, 11 y 12
presentaron los primeros sintomas de pudricion a los 7 dias de almacenamiento y los
lotes 3, 6 y 8 los presentaron a los16 dias.
Por otra parte, las manzanas de tipo de venta a granel, los lotes 2, 5 y 12 presentaron
sintomas de pudricion a los 7 dias, mientras que los lotes 1,4 y 8 lo hicieron a los 16 dias
y los lotes 3,9,10y 11 alos 34 y 52 dias.
Con estos resultados podemos observar que independientemente del tipo de venta de las
manzanas, el nimero de padecimientos fue igual para ambos casos lo que demuestra la
manipulacion negligente del producto fresco como causa de magulladuras internas que
dan lugar a un deterioro fisiolégico anormal o hendiduras y lesiones que atraviesan o
raspan el recubrimiento exterior del producto ofreciendo puntos de entrada para los

mohos y bacterias causantes de la descomposicion; estas condiciones aumentan la
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pérdida de agua por la zona dafada lo que causan un aumento del ritmo de respiracion y
por, consiguiente, de la produccién de calor (FAO, 1993). Bajo estas condiciones el
tiempo de deterioro se incrementa, por esa razén el numero de casos en que las
manzanas ya presentaban sintomas de pudricién; como tejidos aguanosos de color claro
entorno a las heridas; se dieron dentro de los primeros 7 y 16 dias.

También se observd que las manzanas que estaban infectadas por Penicillium spp,
contaminaron a las demas después de un periodo de tiempo. Las bacterias y hongos
necrotroficos producen enzimas que digieren los tejidos del hospedante, antes de
utilizarlos como fuente de alimento. La accidon de estas enzimas resulta en una
maceracion del tejido, la cual es caracteristica de las pudriciones blandas (Arauz, 1998),
el contenido de humedad y la consistencia blanda de las frutas las hace mas vulnerables
a las lesiones mecanicas (FAO, 1993) facilitando las deformaciones de los tejidos y la
pérdida de humedad de los frutos, y por consiguiente la contaminacion. Practicamente, las
condiciones climaticas y mecanicas durante su venta fueron las principales razones de la

pudricion del fruto, como se explicé en las bodegas de Atizapan.
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Tabla 15. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” del mercado del Carmen de tipo de venta en caja.
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Tabla 15. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” del mercado del Carmen de tipo de venta en caja
(continuacion).
16 dias 25 dias 34 dias 43 dias
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Tabla 16. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” del mercado del Carmen de tipo de venta a granel.
7 dias 16 dias 25 dias 34 dlas 43 dias 52 dias
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Tabla 16. Seguimiento fotografico de manzanas “Golden Delicious” del mercado del Carmen de tipo de venta a granel

(continuacion).
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4.2.IDENTIFICACION DE PENICILLIUM

La figura 27 ilustra el porcentaje total de manzanas “Golden Delicious” que presentaron
Penicillium spp en la superficie del fruto de cada centro de distribucion fruticola; central de
abastos de México (CAM), bodegas de Atizapan (CAT) y Mercado del Carmen de
Cuautitlan lIzcalli (MCA); también se presenta el porcentaje de manzanas sanas, es decir
que no presentan contaminacion de Penicillium spp.

El analisis estadistico indicé una diferencia significativa (p<0.05) en la procedencia de las
manzanas con Penicillium. Tomando en cuenta que el nimero total de manzanas
analizadas corresponden a 360 unidades, los centros de distribuciéon fruticola que
presentaron mayor presencia de Penicillium spp. fueron la central de abastos de México
con 14% de las manzanas aisladas y en el mercado del Carmen con 12%, los cuales no
registraron diferencia significativa entre ambos de acuerdo a la prueba de rango multiple
de Duncan; por el contrario el valor minimo de presencia de Penicillium spp. fue en las
bodegas de Atizapan con 4%, presentando una diferencia significativa (p<0.05) con

respecto a los dos anteriores.

Figura 27. Porcentaje de manzanas que
presentaron Penicillium de cada centro de
distribucion fruticola. Central de Abastos de
México (CAM), Bodegas de Atizapan (CAT),
Mercado del Carmen (MCA).
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La figura 28 muestra los porcentajes de manzana para el tipo de venta en caja y granel de

cada centro de distribucion.

CAM CAT MCA

Figura 28. Porcentaje de Penicillium presente en los distintos centros de distribucién
fruticola de acuerdo al tipo de venta. Central de abastos de México (CAM), bodegas de
Atizapan (CAT) y Mercado del Carmen de Cuautitlan lzcalli (MCA).

Como se puede observar el tipo de venta también presenta una diferencia significativa
(p<0.05), donde las manzanas en caja tuvieron menor presencia del hongo a comparacion
del tipo de venta a granel para la central de abastos de la Ciudad de México y el mercado
del Carmen de Cuautitlan lzcalli, cuyos porcentajes para la venta en granel son de 28% y
20% respectivamente contra valores del 13% y 16% para el tipo de venta en caja,
teniendo una diferencia entre ambos alrededor de la mitad de los valores del tipo de venta
a granel. Por el contrario, las bodegas de Atizapan presentaron mayor presencia en el tipo
de venta en caja del 7% contra un 6% a granel. Se puede observar que dichos
porcentajes son muy bajos, donde la diferencia entre ambos es practicamente de una
unidad.

La aparicion de esporas en los frutos se debe a muchas circunstancias, desde la cosecha
hasta el almacenamiento de los frutos. A diferencia de las plantas de procesamiento
industrial en donde se conducen rigurosos planes sanitarios, en la preparacion para el
mercado en fresco normalmente se presenta poca atencién a la higiene de las
instalaciones, particularmente si el lugar para el acondicionamiento y empaque es de
construccién precaria (Lopez, 2003).

Como se puede observar las manzanas de los tres centros de distribucion fruticola

presentaron Penicillium spp.; sin embargo, el porcentaje de su presencia varié de
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acuerdo a la central. No obstante que generalmente la contaminacion por Penicillium
proviene del campo (Jackson y Fadwa, 2008), la diferencia en los porcentajes de
manzanas contaminadas pueden atribuirse a condiciones de manejo postcosecha. Donde
los principales factores son las practicas higiénicas en sus bodegas y la manipulacién
mecanica. También se observé que las manzanas de tipo de venta a granel tiene mayor
casos de presencia de Penicillium spp., debido a la constante exposicién que tienen los
frutos al ambiente en donde la interaccion con las personas, animales y condiciones
climaticas se presentan todos los dias.

4.2.1. IDENTIFICACION DE PENICILLIUM EXPANSUM

La figura 29 muestra los porcentajes de P. expansum (representada por las barras rojas)
respecto a la presencia de otras especies de Penicillium spp. en los distintos centros de
distribucién fruticula (barras azules), los cuales se identificaron como se describira mas
adelante. Cabe destacar que el porcentaje de P. expansum esta alrededor del 50% del
total de Penicillium detectado en cada centro. Esto inidica que existen otras especies

contaminantes en las manzanas.
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Figura 29. Porcentaje de P. expansum del total de especies de Penicillium en los diferentes
centros de distribucion. Central de Abastos de México (CAM), Bodegas de Atizapan (CAT),
Mercado del Carmen (MCA).
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4.2.2. IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE
PENICILLIUM

Cepas de Penicillium spp. se aislaron de los centros de distribucion fruticola, de las 107
cepas aisladas se seleccionaron aquellas cuyas manzanas presentaron patulina tras
haber sido incubadas para favorecer el desarrollo del hongo, reduciendo la muestra a 22
colonias, de las cuales, 5 corresponden a la Central de Abastos de México, 5 de las
bodegas de Atizapan y 12 del mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli.
Las colonias se sembraron en medios especificos, de acuerdo a lo que se describe en la
medotodogia, de las cuales varias de ellas conservaban caracteristicas macroscopicas
similares. Por lo tanto, para su identificacion microscopica se clasificaron en grupos
similares y en muestras individuales (sin agrupar) reduciendo la muestra a 15 colonias

(Tabla 17). La identificacion de estas 15 colonias se presentan en este trabajo.

Tabla 17. Agrupacion de las colonias de acuerdo a las caracteristicas similares en los
medios especificos Grupo | y Grupo ll; y aislados individuales, los cuales no tienen

similitud macroscépica entre ellos.

Grupo | 1 CAT, 71 CAT, 81 CAT, 108 CAT, 103 MCA, 119 MCA

Grupo Il 11 CAM, 43 CAM, 79, MCA, 102 MCA

Aislados 7 CAM, 32, CAM , 60 MCA, 21 CAT, 51 MCA, 14 MCA, 61 MCA, 120
individuales MCA, 109 MCA, 85 MCA, 107 MCA, 116 MCA

La tabla 18 presenta una tabla resumen de las colonias identificadas durante la

experimentacion.

Tabla 18. Identificacion de Penicillium de los aislados de cada centro de distribucion
fruticola. Central de Abastos de México (CAM), Bodegas de Atizapan (CAT), Mercado del
Carmen (MCA).

Aislado Penicillium identificado
7 CAM P.expansum
11 CAM P.expansum
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Tabla 18. Identificacion de Penicillium de los aislados de cada centro de distribucion
fruticola. Central de Abastos de México (CAM), Bodegas de Atizapan (CAT), Mercado del
Carmen (MCA) (continuacion).

Aislado Penicillium identificado
32 CAM P. brevicompactum
14 MCA P. expansum

51 MCA P. chysogenum
61 MCA P. expansum
85 MCA P. expansum
107 MCA P. aethiophicum
109 MCA P. expansum
116 MCA P. expansum
120 MCA P. expansum
43 CAM P. expansum
60 CAM P.solitum

21 CAT P. expansum

81 CAT P. expansum

A continuacion se muestran las fichas de identificacion de cada colonia que representa
cada especie identificada, describiendo las caracteristicas macroscoépicas, microscopicas
y la reaccion de Ehrlich con sus respectivas fotos, de cada centro de distribucién fruticola.
Dado que la especie Penicillium expansum fue identificada en diversos aislados,
Unicamente en este apartado se mostraran uno de cada centro de distribucion fruticola.

Los aislados que se identificaron como otra especie ajena a P. expansum, se describiran
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de igual modo en el apartado correspondiente al centro de distribucion fruticula del cual

fue aislado. Los demas aislados se encuentran en la seccion de Anexos.

4.2.2.1. Identificacion de Penicillium spp. de la central de abastos de

México
La tabla 19, muestra los hongos aislados en PDA de los frutos a las manzanas a las
cuales se les detectd patulina provenientes de la central de abastos de la Ciudad de

México.

Tabla 19. Penicillium spp. aislados en las manzanas de la Central de Abastos de la Ciudad
de México (CAM) en medio PDA.

11 CAM 32 CAM 43 CAM 60 CAM

Frontal

Reverso

Las 5 colonias que se presentan en la tabla 19, se identificaron macroscépicamente y
microscopicamente.

La figura 30 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 7 CAM correspondiente
a las manzanas del tipo de venta a granel, la cual fue identificada como P. expansum,
como se aprecio en la tabla 18.

Por otro lado, la figura 31 muestra el aislado 32 CAM, correspondiente a las manzanas a
granel, el cual se identific6 como P. brevicompactum vy la figura 32 muestra el aislado 60
CAM, correspondiente al tipo de venta a granel, identificada como P. solitum.

Los aislados 11 CAM y 43 CAM se pueden observar mas a detalle en la seccién de

anexos.

[80]




Figura 30. Penicillium 7 CAM, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-lI) Conidiéforos; (J)

conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscopicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.66 cm, radialmente sulcado, superficie
velutinosa con secciones fasciculadas preferentemente en el centro de la colonia;
presenta bandas anulares con un anillo profundo en el centro. Micelio y conidios
blancos; exudado copioso amarillo claro. Reverso palido color crema claro con
areas café claro.

El diametro en MEA es 3.14 cm, superficie velutinosa con secciones fasciculadas
formando bandas anulares. Color de los conidios verde opaco; reverso palido con
centro color crema.

El diametro en G25N es de 4.61 cm, radialmente sulcado denso. Superficie
velutinosa a granular ligero; presenta bandas anulares sutiles. Color de los
conidios café claro concentrandose en el centro. Reverso palido, color crema con

naranja difuso en el centro de las colonias.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos mayormente terverticilados, con
presencia de tetraverticilados vy biverticilados; elementos adpresos con colula
delgada ligeramente larga. Conidios de superficie lisa, predominantemente

circulares con presencia de elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presento un anillo ligeramente violeta (Figura 2 K).

Como se puede observar este aislado corresponde con la mayoria de las caracteristicas

descritas a excepcion del predominio de conidios circulares y su color en CYA en el

anverso y reverso, a pesar de ello, la aparicion del anillo violeta en la colonia, permite

definir esta especie como P. expansum
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Figura 31. Penicillium 32 CAM, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

e El diametro de la colonia en CYA es 1.81 cm, superficie de la colonia
predominantemente velutinosa radialmente sulcado. Micelio blanco con esporas
de color verde opaco en el centro de la colonia. Reverso palido color crema.

e El didmetro en MEA es 1.31 cm, superficie velutinosa. El color de los conidios son
verde oscuro; reverso palido blanquecino.

e El diametro en G25N es de 2.87 cm, superficie velutinosa. El color de los conidios
son varios, del centro hacia afuera: blanco, café claro, azul, y finalmente blanco en

los limites de la colonia. Reverso palido color crema.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conididforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados; elementos adpresos con ramificaciones asimétricas y ramas
en algunas ocasiones alejados del eje, fidlides cilindricas con colula ancha ligeramente

larga. Conidios de superficie lisa predominantemente circulares seguidos de elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo muy ligero color amarillo claro.

Como se puede observar, las caracteristicas macroscépicas de las colonias asi como el
resultado de la reaccion de Ehrlich, demuestran que este aislado corresponde a otra
especie ajena a P. expansum. Por el crecimiento de las colonias reducidas y los
conidiéforos terverticilados de manera compacta; indican que se ftrate de P.
brevicompactum. Ademas se ha reportado que esta especie se comporta como unas
patogeno débil causante de pudricion en el almacenamiento de manzana entre otros
frutos (Pitt y Hocking, 2009).
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Figura 32. Penicillium 60 CAM, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidioforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

e El diametro de la colonia en CYA es 2.52 cm, radialmente sulcado, con superficie
velutinosa a flocosa ligeramente con bandas anulares moderadamente profundas.
Micelio blanco, color de los conidios verde en el centro, presenta un anillo azul
cercano a la orilla de la colonia seguido de un anillo blanco. Exudado amarillo y
reverso crema con el centro café oscuro.

e El diametro en MEA es 2.06 cm, superficie velutinosa. Color de los conidios verde
bandera con orilla blanca y contorno amarillo tenue; reverso palido con orilla y
centro amarillo difuso.

e Eldiametro en G25N es de 3.27 cm, radialmente sulcado profundo con superficies
adyacentes velutinosas a flocosas; al menos una banda anular en el centro.
Micelio blanco, color de los conidios azul oscuro en la orilla de la colonia. Reverso
palido, color crema con secciones amarilas a naranja café difusas
preferentemente en el centro.

Caracteristicas microscopicas

e Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados, con
presencia de biverticilados y tetraverticilados. Elementos asimétricos con fialides
cilindricas de colula ancha y larga. Conidios de superficie lisa predominantemente

elipsoidales con presencia de circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra no presento reaccion.

Ninguna de las caracteristicas macroscépicas del aislado corresponden con P.
expansum, no obstante, corresponden a P. solitum, ya que las caracteristicas
microscopicas y los diametros de crecimiento descritos estan dentro del rango, ademas
de que la reaccion de Ehrlich demostré su correspondencia a dicha especie. Cabe
sefalar que P. solitum se reconoce por ser un patégeno de frutas pomaceas (Pitt y
Hocking, 2009).
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4.2.2.2. ldentificacion de Penicillium spp. de las Bodegas de Atizapan

La tabla 20 muestra los hongos aislados en PDA de los frutos a los cuales se les detecto

patulina provenientes de las bodegas de Atizapan.

De acuerdo a la tabal 17, se agruparon los aislados 1 CAT, 108 CAT, 71 CATy 81 CAT
por semejanza macroscopica entre ellos. En el presente trabajo se identificaron

unicamente las especies 21 CAT y 81 CAT.
Dado que la especie 81 CAT fue identificada como P. expansum, los demas aislados

correspondientes a esta agrupacién también lo son.

Tabla 20. Penicillium spp. aislados en manzanas de las bodegas de Atizapan (CAT) en medio
PDA.

81 CAT 108 CAT

Reverso

El aislado 81 CAT, correspondiente de las manzanas del tipo de venta a granel se

presenta en la figura 33. El aislado 21 CAT se encuentra en el apartado de anexos.
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Figura 33. Penicillium 81 CAT, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.93 cm, colonia con el centro fasciculado
seguido de superficie flocosa, presenta bandas anulares. Micelio y conidios
blanco; exudado amarillo claro. Reverso palido color crema con areas difusas
naranja.

El diametro en MEA es 2.99 cm, superficie flocosa a velutinosa formando bandas
anulares. Color de los conidios verde opaco Unicamente en el centro de la colonia;
reverso palido con un punto café amarillento en el centro.

El diametro en G25N es de 4.42 cm, radialmente sulcado en el centro, superficie
velutinosa a flocosa formando bandas anulares, con secciones fasciculadas en el
centro de la colonia, la cual le otorga la caracteristica granular. Color de los
conidios café claro en el centro de la colonia. Reverso crema con un punto de

amarillo difuso mas fuerte en el centro.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente biverticilados, con
presencia de terverticilados. Elementos adpresos con fialides cilindricas de colula
delgada y corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente elipsoidales con

presencia de circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo color violeta.

El aislado presenta caracteristicas macroscopicas y microscopicas correspondientes a las

claves. A excepcion del color de los conidios en CYA como se presenta en la mayoria de

los aislados. Ademas el color violeta de la reaccién del Ehrlich es notoria por lo tanto se

determina que se trata de P. expansum.
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4.2.2.3. Identificacién de Penicillium spp. del mercado del Carmen de

Cuautitlan lzcalli.

La tabla 21 muestra los hongos aislados en PDA de las mazanas a las que se les detecto

patulina provenientes del mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli.

Tabla 21. Penicillium spp. aislados en manzanas comercializadas en el mercado del Carmen
de Cuautitlan Izcalli (MCA) en medio PDA.

14 MCA 51 MCA 61 MCA 79 MCA 85 MCA 102 MCA

o
o
o
>
o
12

103 MCA 107 MCA 109 MCA 116 MCA 119 MCA 120 MCA

Reverso
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Tal como se observé en la tabla 17. El aislado 79 MCA se agrup6 con los aislados 43
CAM, 11 CAMy 102 MCA. Por otro lado el aislado 103 MCA se agrupo con el aislado 119
MCA y a su vez con el 81 CAT entre otros, los cuales corresponden a Penicillium
expansum en ambas agrupaciones. Por lo tanto las fichas de los hongos 79 MCA, 102
MCA, 103 MCA y 119 MCA no se encuentran presentes en este trabajo ya que conservan

su similitud con los demas aislados que fueron analizados.

La figura 34 presenta el aislado 116 MCA, correspondiente a las manzanas en el tipo de
venta a granel, el cual fue identificado como P. expansum.

Por otro lado en la figura 35 se presenta el aislado 51 MCA , correspondiente a las
manzanas de tipo de venta en caja y en la figura 36 se muestra el aislado 107 MCA
correspondiente de las manzanas del tipo de venta a granel. Dichos aislados fueron

identificados como P. chysogenum y P.aethiophicum respectivamente.
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Figura 34. Penicillium 116 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A)
CYA; (B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidioforos;
(J) Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.74 cm, radialmente sulcada, con superficie
flocosa a velutinosa formando bandas anulares. Micelio y conidios blancos.
Reverso color crema palido con areas café.

El diametro en MEA es 2.99 cm, superficie velutinosa a flocosas con formacion
de bandas anulares. Color de los conidios verde opaco con orilla blanca; reverso
blanquecino con el centro color crema claro.

El diametro en G25N es de 4.26 cm, radialmente sulcado ligeramente superficie
velutinosa a flocosa en la orilla de la colonia, formando un banda anular ligera.

Micelio blanco. Reverso café claro con areas mas oscuras de café.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados, con
presencia de biverticilados vy tetraverticilados. Fialides de superficie lisa con
colula delgada y corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente circulares

seguidos de elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo violeta.

Este aislado resalta de los demas ya que el reverso del medio es de un color muy distinto

a los demas aislados, no obstante dicha caracteristica esta dentro de la descripcion.

Ademas cuenta con predominio en las estructuras terverticiladas y la forma de los

conidios esferoidales tiene un gran predominio si no es que en su totalidad. Por otra parte

podemos observar que la reaccion de Ehrlich presentd un anillo violeta muy pronunciado,

por lo que indica de que se trata de P. expansum.
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Figura 35. Penicillium 51 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)
Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscopicas

El diametro de la colonia en CYA es 4.31 cm, radialmente sulcado profundo,
superficie velutinosa con orilla y centro flocoso. Micelio blanco con conidios color
café palido en el centro de la colonia. Reverso palido color crema con areas
difusas de naranja y exudado palido café claro.

El diametro en MEA es 3.12 cm, superficie velutinosa a flocosa formando una
banda anular ligera. Color de los conidios verde opaco; reverso palido blanquecino
con un punto color crema en el centro.

El diametro en G25N es de 4.80 cm, radialmente sulcado corto limitandose en el
centro de la colonia, superficie velutinosa con orilla flocosa ligeramente. Color de

los conidios café claro. Reverso palido, color crema con areas amarillas café.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados vy tetraverticilados. Filaides cilindricas con colula
delgada y ligeramente larga. Conidios de superficie lisa, predominantemente

elipsoidales sobre circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presenté color amarillo difuso sin un anillo definido.

El aislado presentd una respuesta negativa en cuanto a P. expansum, sin embargo, el

tamano de las colonias, la reaccion de Ehrlich color amarillo, los colores de los reversos

de cada medio y la presencia de tetraverticilados indican que se trate de P. chrysogenum.

Esta especie ocupa un alto rango de habitats.
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Figura 36. Penicillium 107 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A)
CYA; (B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos;
(J) Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.16 cm, radialmente sulcado, con superficie
velutinosa predominantemente, fasciculada en algunas secciones preferentemente
en el centro. Micelio blanco con conidios café claro en el centro de la colonia,
exudado amarillo claro. Reverso palido color crema con naranja brillante en la
orilla.

El diametro en MEA es 2.4 cm, superficie velutinosa. Color de los conidios verde
opaco con orilla blanca; reverso amarillo opaco.

El diametro en G25N es de 4.19 cm, sulcado radialmente, superficie
predominantemente flocosa con formacion de bandas anulares, fasciculada en la
parte central de la colonia otorgandole la caracteristica granular. Micelio blanco,
conidios color café claro en el centro de la colonia y orilla azulada. Reverso color

palido con orilla naranja.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados. Fialides cilindricas de superficie lisa con colula delgada
y corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente circulares sobre los

elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un resultado negativo.

Este aislado demostré grandes diferencias macroscopicas con los demas aislados. Dado

que los reversos de las colonias son amarillo brillantes y tiene predominio sobre las

estructuras terverticiladas, ademas de que la reaccion de Ehrlich fue negativo. La

identificacion es probable que se tratase de P. aethiophicum, sin embargo dicha especie,

no se ha reportado en manzanas. Se ha reportado que tiene un parecido a P.

chrysogenum en velocidades de crecimiento; a P. expansum en producir colonia

fasciculadas y en ambas especies en producir conidioforos con paredes lisas en las

estipes.
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Los géneros Aspergillus o Penicillium son los de mayor importancia econémica como
causante de pudricion en los alimentos. Sin embargo, el género Penicillium es de los mas
diversos en términos de numero de especies y con un amplio rango de habitats para su
desarrollo. Ademas, respecto a su taxonomia, es muy compleja ya que cuenta con
numerosas especies, cuyas diferencias aparentes entre ellas son muy pequenas (Pitt y
Hocking, 2009).

Los aislados que se describieron anteriormente mostraron caracteristicas macroscopicas
y microscopicas muy similares; sin embargo, entre cada uno de ellos se observé alguna
diferencia en cuanto a la textura o didmetro de crecimiento de las colonias, asi como la
coloracion del anverso y reverso de éstas. Por mencionar un ejemplo, se pueden notar
coloraciones desde palidas con secciones naranjas hasta reversos café profundo, donde
en ambos casos estan dentro de la descripcion de las claves de acuerdo a Pitt y Hocking
(2009).

Del mismo modo, todos los aislados mostraron predominio hacia las estructuras
terverticiladas, en su mayoria presencia de exudado amarillo en la colonia de CYA y
presencia de conidios esferoidales y elipsoidales con distintos predominios.

La reaccion de Erhlich ayudaron a que se observaran respuestas positivas con anillos
intensos a anillos ligeros y negativos. Los resultados positivos que mostraron un anillo
intenso correspondio al 116 MCA, posteriormente se encontré el aislado 81 CAT y 43
CAM con un anillo mas tenue. Finalmente los aislados que mostraron resultados
negativos corresponden a 32 CAM, 60 CAM, 51 MCA y 107 MCA. Los aislados de la
seccibn de Anexos presentan en algunos de sus casos aislados con estructuras
tetraverticiladas. A pesar de que su presencia indicaria una especie contraria a P.
expansum.

De acuerdo al banco de micologia, Tzean y Chiu (1994), indica que P. expansum
también contiene estructuras tetraverticiladas. Cabe mencionar que el género Penicillium
tiene una plasticidad fenotipica muy variable. Ademas existen muchas controversias entre
las subespecies por lo que se debe considerar la idea neodarwiniana donde las colonias y
razas se van conviertiendo en nuevas especies por separacion y seleccién geografica
(Frisvad y Samson, 2004).

En cuanto a los aislados cuya coloracién fue tenue en la reaccion de Ehrlich, sus demas
caracteristicas indican que se podria tratar de P. expansum. Por lo tanto, se puede
concluir que se obtuvieron distintos aislados de la misma especie que presentan

caracteristicas particulares. Pero aun asi pertenecer a la misma especie. La principal
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razon de dichas diferencias se sustenta en la procedencia de cada aislado, cuyas
caracteristicas ambientales y geograficas son muy distintas de las demas.

En situaciones muy variables como la que aqui se presenta, es necesario acudir a otras
pruebas que permitan reducir dicha variabilidad como analisis a extrolitos y la siembra a
medios especificos bajo diferentes temperaturas de incubacién. La técnica mas empleada
recientemente es mediente identificacion molecular. A pesar de que solo se reporten tres
especies comunes en las manzanas las cuales corresponden a P. expansum, P.
crustosum y P. solitum, en esta experimentacién se ha demostrado que pueden haber
otro tipo de especies de Penicillium que independientemente de que se traten de P.
expansum o no, pueden ser productoras de toxinas. Tal es el caso de P. chrysogenum, el
cual produce roquefortina C y acido ciclopiazénico, P. brevicompactum que produce acido
micofenolico (Rundberget et al, 2004) y P. aethiophicum el cual produce griseofulvina y
viridicatumtoxina. En cuanto estas especies mencionadas, existe una fuerte probabilidad
de que se hayan identificado de acuerdo a las figuras mostradas anteriormente. Como se
puede observar corresponden a especies productoras de toxinas, dando cabida a la
propensa contaminacion de las manzanas por toxinas de igual o mayor peligro potencial.
Siendo necesario, por lo tanto, la implementacion de buenas practicas agricolas y de
manufactura, la aplicacion de tecnologias nobles y econémicas para evitar el crecimiento

de estos hongos o en su defecto la combinacion de ambas soluciones.
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4.3.DETECCION DE PATULINA EN MANZANAS “GOLDEN DELICIOUS”
La figura 37 presenta el porcentaje de manzanas contaminadas y libres de patulina de

acuerdo al tipo de venta a granel y en caja de los distintos centros de distribucion fruticola.

CAM CAT MCA
Granel ) Granel . Granel
7% Caja 2% ZE;; 8% Caja
0% 29
Libre Libre Libre
93% 90%
A B 06% c

Figura 37. Porcentaje de manzanas que presentaron patulina de acuerdo al tipo de venta de
los distintos centros de distribucién fruticola. A) Central de abastos de México (CAM), B)
bodegas de Atizapan (CAT), C) Mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli (MCA).

El anadlisis estadistico indicé una diferencia significativa (p<0.05) por la procedencia y el
tipo de venta. Considerando que la determinacién de patulina se realizé en las manzanas
tras haber cumplido el almacenamiento de 56 dias hasta 90 dias; se identificé que todos
los centros de distribucion fruticola tuvieron mayor presencia de patulina en el tipo de
venta a granel, donde el mercado del Carmen tuvdé mayor cantidad de manzanas
contaminadas por patulina presentando un 10%, seguido de la Central de abastos de
México con 7% y finalmente las bodegas de Atizapan con 4% respecto a su centro de
distribucién. Cabe mencionar que la central de abastos de la Ciudad de México no
presenté manzanas contaminadas por patulina en el tipo de venta en caja a diferencia de
las demas centrales.

Es necesario destacar que el almacenamiento de las manzanas a nivel comercial puede
cumplir hasta 4 meses (Mateo, 2005) para condiciones frias normales sin el apoyo de
otras tecnologias como atmésferas controladas. A lo largo de este proyecto se
almacenaron durante el tiempo suficiente dentro de lo que se estipula comercialmente
hasta que la manzana presentara una contaminacién tal que estaba deformando la

firmeza de los frutos.
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El destacado numero de manzanas que presentaron patulina en el tipo de venta a granel
sobre las manzanas en caja, asi como la presencia de patulina en los centros, se debe
desde un principio a las condiciones del fruto y su susceptabilidad a la contaminacién por
el hongo como se explicé anteriormente en el almacenamiento de las manzanas. Ademas,
tal como se reporté en los estudios de Elhariry et al. (2011) donde aislé Penicillium en
manzanas con apariencia sana y con marcas de pudricion, la patulina fue detectada en
todas las manzanas que presentaron algun tipo de pudricion. Esto indica que las
manzanas que presenten Penicillium aumenta la probabilidad de que se genere patulina.
En la presente experimentacién se observd que hay una relacion en la presencia de
patulina con la presencia del hongo, donde el mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli y
la central de abastos de la ciudad de México presentaron mayor cantidad de Penicillium
que las bodegas de Atizapan, dicha tendencia se observo en la presencia de patulina, sin
embargo también es necesario destacar que los porcentajes de Penicillium fueron
mayores que los de patulina. Esto podria indicar que la presencia de especies
productoras de patulina no necesariamente implica la produccion de esta micotoxina en
manzanas como lo menciona Elhariry et al., 2011 en trabajos de este fruto. Por esa razén,
aunque conserva la misma tendencia, los porcentajes de Penicillium no fueron
precisamente los mismos que los de patulina. Aunado a lo anterior cabe destacar que la
producciéon de la toxina se debe a diversos factores; se ha demostrado que las
condiciones de estrés ambientales tales como la infestacién por insectos, sequia,
susceptibilidad de los cultivos, dafos mecanicos, deficiencias nutricionales, cambios
climaticos, lluvias o humedad pueden proveer la produccion de micotoxinas (Fernandez et
al, 2010).

4.3.1. CUANTIFICACION DE PATULINA
Las micotoxinas son quimicamente estables durante el almacenamiento e
industrializacién, aun cuando han sido procesadas a altas temperaturas (Fernandez et al.,
2010). La figura 38 muestra las concentraciones de patulina promedio determinadas por
cromatografia en capa fina y por espectrofotometria de las diferentes centrales, asi como

el tipo de venta en granel y caja.
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Figura 38. Valores promedio de patulina de los diferentes centros de distribucién fruticola

en los tipos de venta a granel y en caja mediante cromatografia y espectrofotometria.

Como se puede observar en la grafica y como se ha ido discutiendo anteriormente, la
sintesis de patulina ha sido mayor en las manzanas del tipo de venta a granel a
comparacion del tipo de venta en caja, lo que demuestra la influencia que el empaque
ofrece como proteccion de los frutos. Las concentraciones determinadas por
cromatografia en capa fina se encuentran en un rango de 1 000 a 27 000 pg/kg mientras
que aquellas determinadas por espectrofotometria se encuentran entre 6 000 a 90 000
ug/kg. La diferencia entre estos valores es debido al origen de la técnica y su grado de
deteccion de la micotoxina. Ya que la importancia del presente trabajo radica en la
presencia de patulina, podemos observar que efectivamente durante el almacenamiento
de las manzanas hubo una sintesis de ésta y que las concentraciones adquiridas
superaron los niveles recomendados para el consumo humano en productos de manzana.
Gran numero de paises regulan la patulina en un rango entre 20 y 50 ug/l (Shephard y
Leggot., 2000). Por lo tanto, ante dichos limites, los valores determinados en esta
experimentacion lo superaron de 100 a 400 veces mas.

Este panorama no quiere expresar que exista venta de manzanas en fresco en
condiciones de pudricidn, si no es un escenario drastico de que lo que puede suceder
cuando se permiten las condiciones favorables (limpieza de las camaras, temperatura de

almacenamiento, manejo mecanico, humedad) para que se produzca la podredumbre y
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hasta qué concentraciones se pueden llegar a alcanzar. Como se
describié al principio, la patulina es soluble en agua, por
consiguiente, las manzanas se pueden contaminar unas a otras
cuando se almacenan deterioradas con frutos sanos, y si estos

cuentan con lesiones los riesgos son aun mayores.

Entre las frutas y hortalizas contaminadas, solamente las manzanas
pueden presentar concentraciones muy elevadas de patulina y su Figufa 39. Manzana
concentracion esta en funcion del grado de pudricion (Comision de  con sintomas de
Codex Alimentarius, 1999), por esta razon las manzanas que se pudricion
evaluaron alcanzaron concentraciones elevadas y variables dado que presentaron
estados de pudricién severos al ser analizados como se puede observar en la figura 39.
Por otra parte de acuerdo a los resultados reportados por Shephard y Leggot (2000)
respecto a la incidencia de micotoxinas en frutas y sus productos procesados sefial6é que
la incidencia de patulina en manzanas con areas de pudricion se encuentra en un rango
de 2 a 113 000 ug/kg, por consiguiente los resultados reportados en esta
experimentacioén se encuentran dentro de este rango.

En lo que respecta a los productos comerciales de manzana, no presentaron patulina. Sin
embargo, cabe resaltar que la técnica de cromatografia en capa fina tiene un limite de
deteccion de 20 pg/L por lo que cabe la probabilidad de que existan 0 no concentraciones
menores a este limite. Por otra parte muchos de los productos comerciales, no parten de
jugos directos de manzanas y en vez de ello de concentrados los cuales pasan por una
serie de procesos que garanticen la inocuidad de la materia prima. No obstante para
pequenos productores en necesario tomar estos parametros para poder ofrecer productos

amigables para los consumidores.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a lo que se discutio anteriormente se puede concluir lo siguiente:

1. Durante el almacenamiento, las manzanas procedentes del mercado de Carmen
de Cuautitlan Izcalli mostraron 82% casos de pudricion, seguido del 20 % en las
bodegas de Atizapan y finalmente 13 % de las manzanas de la central de abastos
de México. El principal punto de contaminacion fue por heridas superficiales en la
epidermis de la manzana a causa del maltrato postcosecha y por invasiéon en
pedunculo, disminuyendo su calidad sanitaria y en consecuencia el tiempo de

comercializacion.

2. El tipo de venta que presento los mayores casos de pudricion, asi como presencia
de Penicillium spp. y de patulina en las manzanas fue la comercializacion a granel

con respecto a la venta en caja.

3. Las frutas procedentes de la central de abastos de la Ciudad de México y el
mercado del Carmen de Cuautitlan Izcalli presentaron el 39 y 36% de Penicillium
spp. en la superficie de los frutos respectivamente a diferencia de las Bodegas de

Atizapan con un 13 %.

4. La especie Penicillium expansum representd aproximadamente el 50% del
Penicillium spp. detectado en las manzanas almacenadas. Se identifico la especie
en diferentes aislados, encontrando ciertas diferencias entre ellos, por lo que
presentaron caracteristicas particulares como son el predominio de la forma de los

conidios, la cantidad de exudado, variacion en la textura de las colonias etc.

5. Las especies P. chrysogenum, P. brevicompactum, P. aethiophicum y P. solitum,
se identificaron en las manzanas almacenadas. Estas especies son también

productoras de toxinas, aumentando el riesgo para los consumidores.

6. Pese que las manzanas tuvieron la presencia de P. expansum, la sintesis de
patulina se dié en un porcentaje alredor del 50% menor al del hongo. El mercado

del Carmen tuvé un 10 % de manzanas contaminadas por patulina, seguido de la
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Central de abastos de México (7%) y finalmente las bodegas de Atizapan con (4%)
bajo las condiciones de la investigacion. La cuantificacién de patulina de las
manzanas alcanzé valores de 100 a 400 veces mas el limite asignado por las
organizaciones internacionales, sin embargo la sintesis de esta toxina es

multifactorial y no unicamente del almacenamiento.

Los productos artesanales y comerciales analizados no presentaron patulina.

La calidad sanitaria de las manzanas no es favorable a largo plazo debido a la
presencia de hongos y lesiones en los frutos en todos los centros de distribucién.
El mercado del Carmen fue el centro que presentaba en mayor cantidad estos
padecimientos. Esto representa que la probabilidad de pudricion y en
consecuencia la sintesis de patulina pueda ser mayor y representar un peligro
para los consumidores. Para evitarlo es necesario aplicar alternativas de limpieza

y tecnologias en la postcosecha de las manzanas.
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6. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se recomienda lo siguiente:

1. La deteccion de Penicillium expansum y la produccion de patulina en otras

variedades comerciales de manzana.

2. Acudir a otras pruebas que ayuden la identificacibn de especies de alta

variabilidad morfolégica como analisis a extrolitos e identificacion molecular.

3. Estudiar otros hongos productores de toxinas que se presenten en manzanas.

4. Realizar un muestreo de productos comerciales y artesanales en mas zonas de la

republica, principalmente en las productoras.

5. Aplicacion de sistemas de calidad o tecnologias alternativas para disminuir la
contaminacién del hongo y por consiguiente disminuir la producciéon de la toxina
como limpieza en las bodegas y manejo de las temperaturas o la aplicacion de

recubrimientos comestibles con la aplicacion de algun agente antifungico.

6. Realizar la deteccion de patulina por otras técnicas analiticas como HPLC.
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Figura 40. Penicillium 43 CAM, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)
Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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La figura 40 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 43 de la central de
abastos de la ciudad de México, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a

granel. Las caracteristicas macroscoicas y microscopicas se describen a continuacion.

Caracteristicas macroscoépicas

e El diametro de la colonia en CYA es 3.62 cm, radialmente sulcado con superficies
adyacentes flocosas y velutinosas; centro fasciculado. Micelio blanco con conidios
blancos y bandas anulares moderadamente profundas; exudado amarillo a café.
Reverso color crema con areas café claro.

e El diametro en MEA es 2.99 cm con superficie velutinosa y algunas secciones
fasciculadas formando al menos una banda anular. Color de los conidios verde;
reverso palido con centro color crema claro.

e EI diametro en G25N es de 4.79 cm, radialmente sulcado con superficies
adyacentes velutinosas a flocosas y secciones fasciculadas en el centro, presenta
bandas anulares ligeras. Color de los conidios café claro en el centro de la colonia.

Reverso palido, color crema con centro difuso naranja a café.

Caracteristicas microscopicas
e Superficie de los estipes lisa, conididforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados. Elementos adpresos en algunos casos con fialides
cortas de colula ancha y ligeramente larga. Conidios de superficie lisa

predominantemente elipsoidales con presencia de circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo difuso color violeta.

Dado que el aislado cuenta con la mayoria de las caracteristicas macroscépicas,
microscopicas y la reaccién de Ehrlich da un anillo violeta, esta muestra corresponde a P.
expansum.

La figura 41 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 11 de la central de
abastos de la ciudad de México, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a

granel.
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Figura 41. Penicillium 11 CAM, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;

(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)

Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 4.27 cm, radialmente sulcado ligero, el cual es
mas notorio en el reverso de la colonia, superficie flocosa con secciones
velutinosas formando bandas anulares ligeras. Micelio y conidios blancos con
exudado copioso color amarillo a café. Reverso palido color crema con areas
naranja café.

El diametro en MEA es 3.38 cm, con superficie velutinosa y fasciculada en el
centro de la colonia formando bandas anulares. Color de los conidios verde opaco;
reverso palido blanquecino con centro color crema.

El diametro en G25N es de 4.77 cm, radialmente sulcado en el centro de la colonia
y color de los conidios café en esta zona, superficie flocosa con secciones
fasciculadas formando anillos, superficie de la colonia velutinoso en el centro a

granular. Reverso palido, color crema con café rojizo difuso en el centro.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de Dbiverticilados y tetraverticilados; fialides con colula delgada y
ligeramente larga. Conidios de superficie lisa, circulares y elipsoidales, ligeramente

predominante hacia los circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presenté un anillo muy ligero color violeta claro.

El aislado presenté caracteristicas citadas en las claves de P. expansum. A pesar de que

la coloracién con el reactivo de Ehrlich no es intenso, este aislado cumple con las

caracteristicas de P. expansum.

La figura 42 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 21 de las bodegas de

Atizapan, correspondiente a las manzanas del tipo de venta en caja.
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Figura 42. Penicillium 21 CAT, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-lI) Conidiéforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.86 cm, radialmente sulcado ligero,
superficie flocosa, con secciones fasciculadas en el centro, a velutinoso en las
orillas. Micelio blanco con conidios blancos y dos bandas anulares profundas.
Poco exudado amarillo. Reverso amarillo con café difuso formando un anillo
amarillo claro en el centro.

El diametro en MEA es 3.28 cm, superficie velutinosa con una banda anular en el
centro. Color de los conidios verde opaco; reverso palido con una halo amarillo en
el centro de la colonia.

El diametro en G25N es de 4.63 cm, radialmente sulcado, superficie velutinosa a
flocosa presentando bandas anulares. Ligeramente granular. Color de los conidios
café claro en el centro de la colonia con orillas blancas. Reverso amarillo palido

con un halo amarillo fuerte en el centro.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados y tetraverticilados. Fialides cilindricas con colula
delgada y corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente elipsoidales con

presencia de circulares.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo violeta fuerte.

La mayoria de las caracteristicas macroscopicas y microscépicas, asi como la reaccién de

Ehrlich corresponden a P. expansum

La figura 43 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 14 del mercado del

Carmen de Cuautitlan Izcalli, correspondiente a las manzanas del tipo de venta en caja.
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Figura 43. Penicillium 14 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)
Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.85 cm, radialmente sulcado ligero el cual se
aprecia en el reverso de la colonia, superficie velutinosa formando bandas
anulares sutiles. Micelio y conidios blanco; exudado copioso amarillo a café claro.
Reverso palido color crema con areas difusas amarillo a café formando anillos.

El diametro en MEA es 2.82 cm, superficie velutinosa a ligeramente flocosa
formando al menos una banda anular. Color de los conidios verde opaco; reverso
palido.

El diametro en G25N es de 4.68 cm, radialmente sulcado, superficie velutinosa
con orilla flocosa, presentando bandas anulares ligeras. Color de los conidios café
claro en el centro de la colonia. Reverso palido, color crema con anillos difusos

café.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de las estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de estructuras biverticilados. Fialides cilindricas de colula delgada y
corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente circulares sobre los

elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo tenue violeta.

Las muestras presentaron muchas caracteristicas macroscopicas y microscépicas de

acuerdo a lo que se describe en las claves, indicando que se trate de P. expansum.

La figura 44 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 61 del mercado del

Carmen de Cuautitlan Izcalli, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a granel.

[124]



Figura 44. Penicillium 61 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.8 cm, radialmente sulcado, superficie
velutinosa predominantemente, formando una banda anular. Micelio y conidios
blancos. Reverso color amarillo palido con areas con tonos mas fuertes de
amarillo.

El diametro en MEA es 3.33 cm, superficie velutinosa y secciones fasciculadas
formando al menos dos bandas anulares. Color de los conidios verde opaco con
orilla blanca; reverso palido con un punto color crema en el centro.

El diametro en G25N es de 4.73 cm, radialmente sulcado, superficie velutinosa y
flocosa presentando bandas anulares con areas fasciculadas otorgando la
caracteristica granular. Color de los conidios café claro en el centro de la colonia.

Reverso palido, color crema y café rojizo en el centro de la colonia.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforo predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados. Filaides cilindricas con colula delgada y corta.
Conidios de superficie lisa, predominantemente circulares seguidos de

elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo difuso color violeta.

El aislado presenta varias caracteristicas macroscopicas y microscopicas, ademas la

reaccion de Ehrlich presentd una coloracién violeta. Cabe resaltar que a pesar de ello, no

presenté exudado en CYA, la cual es una caracteristica distintiva de este aislado. Por lo

tanto esta especie se determinaria como P.expansum, sin embargo seria necesario

profundizar su identificacion.

La figura 45 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 85 del mercado del

Carmen de Cuautitlan Izcalli, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a granel.
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Figura 45. Penicillium 85 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A) CYA;
(B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidioforos; (J)

Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El diametro de la colonia en CYA es 3.86 cm, radialmente sulcado ligero, con
superficie predominantemente flocosa formando bandas anulares ligeras. Micelio y
conidios blancos, exudado amarillo claro. Reverso palido color crema con areas
amarillo oscuro a café.

El didametro en MEA es 2.4 cm, superficie velutinosa, en el centro de la colonia, a
flocosa con secciones ligeramente fasiculadas presentando bandas anulares.
Color de los conidios amarillo en el centro, seguido de verde opaco y un anillo azul
opaco anterior a la orilla blanquecina de la colonia; reverso color crema claro con
un anillo amarillo difuso en el centro de la colonia.

El diametro en G25N es de 4.4 cm, sulcado radialmente, superficie velutinosa a
flocosa formado una banda anular y finalmente velutinosa; fasciculada
posteriormente a la primera banda anular otorgando caracteristicas granulares.
Micelio blanco, conidios color café claro en el centro. Reverso palido, color crema

a café claro.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados con
presencia de biverticilados vy tetraverticilados. Elementos adpresos con fialides
cilindricas de «colula delgada y corta. Conidios de superficie lisa,

predominantemente circulares seguidos de elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo color violeta profundo.

Este aislado presenté diversas peculiaridades que salen de las claves utilizadas, sin

embargo en otras no. Aunado a esto, la reaccién de Ehrlich dio un anillo violeta profundo

por lo tanto este aislado se determiné como P. expansum.

La figura 46 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 109 del mercado del

Carmen de Cuautitlan Izcalli, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a granel.
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Figura 46. Penicillium 109 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A)
CYA; (B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidiéforos;
(J) Conidios; (K) Reaccién de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

El didmetro de la colonia en CYA es 3.91 cm, radialmente sulcado con superficie
flocosa a velutinosa formando una banda anular, fasciculada preferentemente en
el centro. Micelio y conidio blanco; exudado amarillo claro. Reverso color crema
palido con areas amarillo café.

El diametro en MEA es 3.27 cm, superficie velutinosa. Color de los conidios verde
opaco con orilla blanca; reverso blanquecino con el centro color crema claro.

El diametro en G25N es de 3.71 cm, sulcado radialmente profundo, superficie
velutinosa a flocosa formando al menos una banda anular. Micelio blanco, conidios
color café claro en el centro de la colonia. Reverso color crema con areas amarillo

café.

Caracteristicas microscopicas

Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados y con
presencia de biverticilados. Fialides cilindricas de superficie lisa con colula ancha
y corta. Conidios de superficie lisa, predominantemente circulares sobre los

elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo violeta.

Dado que cuenta con la mayoria de las caracteristica descritas y por el resultado de la

reaccion de Ehrlich, se determiné esta especie como P. expansum

La figura 47 muestra imagenes del hongo aislado de la manzana 120 del mercado del

Carmen de Cuautitlan Izcalli, correspondiente a las manzanas del tipo de venta a granel.
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Figura 47. Penicillium 120 MCA, colonias a los 7 dias en distintos medios de cultivo. (A)
CYA; (B) MEA; (C) G25N; (D-F) Reverso en (D) CYA; (E) MEA; (F) G25N; (G-l) Conidioforos;
(J) Conidios; (K) Reaccion de Ehrlich.
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Caracteristicas macroscoépicas

e EIl diametro de la colonia en CYA es 3.65 cm, radialmente sulcado ligero, con
superficie predominantemente flocosa a velutinosa formando bandas anulares,
fasciculada en algunas secciones preferentemente en el centro. Exudado amarillo
en una de las colonias. Micelio y conidios blancos. Reverso color amarillo con
anillos difusos amarillo café.

e El diametro en MEA es de 2.22 cm, superficie velutinosa con secciones
fasciculadas. Color de los conidios verde opaco con orilla blanca; reverso color
crema claro con el centro con un tono mas encendido.

e El diametro en G25N es de 4.87 cm, radialmente sulcado corto concentrandose en
el centro, superficie velutinosa en el centro a flocosa en el resto de la colonia,
formacion ligera de bandas anulares. Micelio blanco con conidios café claro.
Reverso amarillo claro con reverso café claro.

Caracteristicas microscopicas

e Superficie de los estipes lisa, conidiéforos predominantemente terverticilados, con
presencia de biverticilados y tetraverticilados. Fialides cilindricas de superficie
lisa con colula delgada ligeramente larga. Conidios de superficie lisa,

predominantemente circulares sobre elipsoidales.

Reaccion de Ehrlich

La muestra presentd un anillo difuso color violeta.

Este aislado es similar a los demas. Cuenta con ciertas caracteristicas macroscopicas y
microscopicas que corresponden con las claves. Cabe resaltar que el predominio de
conidios esféricos es mayor que los elipsoidales, siendo una caracteristica no
correspondiente a las descripciones. A pesar de ello en la reaccion de Ehrlich resaltdé un

anillo violeta indicando que se trate de P. expansum.
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