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SUMMARY

In the present investigation we have studied some fungae which produce Mycotoxins. The
samples were cbtained from markets in the cily of Lima during the summey, actumn and spring
of 1999. The method used was the exposition of the samples in agar-potatoe-dextrose and
cloranfenicol media. We werc able to isolate eleven varieties of fungae which produce
mycotoxing  such as  Penicillivm, Aspergillus  Fusarium, Alternaria, Cephalosporium,
Cladosporium, Paecylomices, Phytomices, Stachyboiris, Trichoderma, Trichotecium (Fig. 1. 2,
3). The most frequent ones were the ones of Penicillium  gender, which were observed in the
following markets: Huamantanga, Puente de Piedra, Comas, La Victoria y San Luls (Mercado
de fruta) Tn these we got 36 totlen apples in each one of them. The mycotoxin Patulin was
identified qualitatively by thin layer chromatography. Besides, we analyzed six samples of apple
juice in two of which we observed a positive reaction to the investigation of Patulin. For these
assays we used as standard Patulin from Sigma laberatory.
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RESUMEN

Se ha investigado 1a frecuencia de hongos productores de micotoxinas en  diecisiete
mercados de Lima el estudio tue realizado durante el Verano, el Otofio y la Primavera
de 1999. El mélodo empleado fue de exposiciones al medio ambiente en placas con
Agar Papa y Dexirosa con Cloranfenicol. Se aislaron once géneros de hongos
productares  de micotoxinas:  Penicillium, Aspergilluy  Fusarium, Allernaria,
Cephalosporium,  Cladosporium, Paecylomices, Phyfomices,  Stachyhotris,
Trichoderma, Trichotecium (Fig. 1, 2, 3 ). L.a mayor frecuencia del género Penicillium
fue ohservada en los mercados de Huamantanga - Puente Piedra, Mercadillo de Comas,
Mercado Municipal de la Victoria y el - Mercado de Frutas de San Luis. En  estos
mercados se adquirieron en cada uno treinta y seis manzanas en descomposicidn las
que fusron analizadas cualitativamente por cromatografia en capa fina para la deteceion
dc micotoxina Patulina, los resultados mostraron tres muestras fruncamente positivas a
Patulina v otros con trazas de Patuling. Ademds, se analizaron seis muestras de jugo de
manzang industrializado encontrdndosc dos con trazas de Patulina y cuatro muestras
negativas & Patulina. Se empled como patrdn la Patulina de los laboratorios Sigma.
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INTRODUCCION

Ia manzana es una de las frutas de
mayor cOnsumo en nuestro pais, sus
propiedades  nutritivas  son  bien
conocidas, su composicion ha sido
ampliamente  estudiada y s la
recormienda por su alto contenido de Fe,
P, Ac. Ascérbico, sales minerales y
clementos  trazas que les dan
caracteristicas nutritivas muy
especiales. Entre las variedades de
produccién nacional se encuentran la
Pachacamac, Delicious, Pero manzano,
San Antonio, Winter v otras, ademds se
consumen manzanas importadas de
Chile, Argentina y los Estados Unidos.

Por lo general, los huertos se encuentran
distribuides en la costa y la sierra
(tipicas  quebradas). El  principal
productor en el ambito nacional se
encuentra en el departamento de Lima
seguido por Arequipa, Ica, Ancash,
Tacna, Piura, Lambayeque, Ayacucho,
Callae, Junin, Amazonas.

Entre las variedades introducidas hace
40 afios, especialmente procedentes de
Estados Unidos y Chile, se pueden
mencionar las denominadas  “Winter
Banana”, “Hoover” , “Red Delicious”,
“Roja Espafiola”, “Granny Smith” etc
que gozan €n nuestro medio de gran
preferencia y popularidad por sus
especiales caracteristicas
organolépticas.

Después de la recoleccién en los
huertos, las manzanas son
almacenadas permitiendo asi, asegurar
una conservacion relativamenle
prolongada. Esto se realiza al medio
ambiente ¢n ambientes a temperatura
de 15 a 25°C con una humedad relativa
85% en camaras de refrigeracién a una
temperatura de -1 a 4°C y humedad
relativa 85 a 90%. En el primero de los
casos, la fruta alcanza una sobre
madurez acelerada, tornandose arenosa.
En cl segundo caso, se prolonga la vida

pero estd sujeto a ciertos ricsgos que
pueden ser causados por un inadecuado
control de la temperatura y la humedad
relativa presentando magulladuras.

Cuando son llevadas a los mercados las
manzanas, ya sean estas nacionales o
importadas, sino reciben un
almacenamiento correcto, pueden sufrir
cambios en su estado fisico, presentando
magulladuras las cuales son propicias
para iniciar un preceso infeccioso donde
participa los hongos de almacén
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, sin
embargo es de especial importancia la
presencia del género Penicillium (Fig
5), el coal mediante la colonizacién de
esporas en la manzana, origina la
micotoxina Patulina.

GENERALIDADES

'HONGOS ANEMOFILOS:

Los hongos Anemdfilos Ilamados
también hongos atmosféricos,
contaminan el medio ambiente bajo la
forma de esporas, que son estructuras
que les permuten reproducirse.

METABOLISMO

METABOLISMO PRIMARIQ

Produccién de energia.- Los azicares
0 sus derivados se  degradan
inicialmente por una de las tres vias que
en conjunto se denominan glucdlisis y
via de Embden-Myerhof-Parnas (EMP),
hexosa monofosfato (HMF), Etner-
Doudoroff (ED).

METABOLISMO SECUNDARIO

Los intermediarios de las  vias
metabdlicas primarias que no se utilizan
para el crecimiento, se desvian hacia
vias poco comunes, “Metabolismo de
derivacién”  actualmente  llamado
“Metabolismo secundario”. La mayoria
de mctabolitos secundarios son
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derivados: acetil Co. A y icidos grasos,
jcido mevaldnico, aminodcidos, azicdr,
aminoacidos aromadticos, intermediarios
del ciclo del deido tricarboxilico, el
producto de varios metabolitos.

MICOTOXINAS:  Constituye  un
producto del metabolismo secundario,
es unz loxina producida por hongos que
crecen sobre diferentes alimentos.

PATULINA:

FEsta micotoxina se encuentra en los
cereales utilizados en la alimentacion
animal y en diversas frutas, pero
mayormente en Manzanas donde es
mas  susceptible a la produccion de
dicha micotoxina ya que contiene
azicares: fruclosd, glucosa, sacarosa
constituyentes principales de la [uente
de carhono  necesaria para el
desenvolvimiento del hongo asi como

acido malico  importante para el
aumento vy estabilidad quimica de lu
Patulina. Fstd micotoxina puede afectar
a distintas variedades de manzana
siempre  y  cuando encuentre la
temperatura y humedad adecuada

Patulina es unz micotoxina producida
por varias especies de hongos del
genere Penicillium  puede crecer en el
vmgo de 12 a 55 °C y Penicillium
expansum de 0 °C y producir Patulina 0
a 24 °C de esty manera contaminar a
diversos alimentos. Entre otras especies

fenemos: Penicillium  claviforme,
Penicillinm  cyclopinm,  Penicillium
divergens, Penicillivm EqUInum,
Penicillium  expansum,  Pewnicillium

griseofidviim, Penicillium  lapidosum,
Penicillium Zeucnpus; Penicillium
melinni, Penicillium novae —zelandiae,
Penicillium  patulum, Penicillium
wrticae.

Fig. | Aspergillus
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Fig. 2 Alternaria
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. 5 Penicillinm
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Norstadt y Mcalla, sefialan que sc produce Patolina a una temperatura de 15-20
°C y 30-35 °C, otros autorcs como Bullerman Stott y Roland Beuchal indicaron que la
temperatura ideal para su desarrollo es 20-25 °C.

Cicgler afirma que la Patulina no se encuentra en alimentos con alto contenido de
proteinas como: el queso, la carne, la harina v la paranja, porque este mecanismo de
reaccidn es complejo v comprende la adicidn del grupo sulfidrilo al doble enlace del
grupo lactona modificando su estructura quimica y poseyendo pequefia actividad
biolégica. '

Los efectos ocasionados por la micotoxina Patulina pueden ser: Edema cerebral, Bdema
pulmonar con procesos hemorrigicos y dafios capilares en el higado.

Su posible actividad carcinogénica es dehida: al doble enlace en la posicidn 4 de la
molécula de lactona, esle compuesto altera la sintesis de RNA, DNA y proteinas debido
a la inhibicién de la enzima: famesil-protefna transferasa, lactato deshidrogenasa, RNA
polimerasa y aldolasa muscular. Patulina inhibc la respiracidon aerdbica, afecta la
permeabilidad de las membranas y reduce la actividad de 1a adenosina trifosfatasa.

Los limiles tolerables de Patulina segin la FDA son de 50 ug/L en productos como
jugos de fruta, Europa permite 25u1g/L, Reino Unido establece un limite de 50 ppb de
Paluling, y la OMS/FAQ establecen un consumo semanal tolerable de 7ug/kg de peso
corporal, FDA lo que permite una tolerancia de 0.4 ug/kg/dia de munery tentativa
cuando es diariamente consumida, aunque no todos los autores estan de acuerdo con
estos limites.

PORCENTAJE DE HONGOS ANEMOFILOS AISLADOS DEL
MEDIO AMBIENTE EN 1599
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Fig. 6
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PORCENTAJE DE HONGOS PRODUCTORES DE
MICOTOXINA DURANTE TRES ESTACIONES DEL ANO
1989

DEL GENERO PENCALL EL Al 1059
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Fig. 8

RESULTADO DE LA DETECCION DE MICOTOXINA
PATULINA EN MANZANAS
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Mrazas de
Patulina
33%

RESULTADO DE LA DETECCION DE MICOTOXINA
PATULINA EN JUGOCS DE MANZANA
INDUSTRIALIZADOQS

PARTE EXPERIMENTAL

ESTUDIO MECOLOGICO
MATERIAL ¥ METODOS

Se eligieron 17 mercados en diferentes
distritos,  agrupados  por  zonas
geograficas:

Para la recoleccion de los hongos del
medio ambiente de los mcrcados sc
siguid la técnica de sedimentacion en
placa  Petri. Se realizé un estudio
macroscopico seglin  las caracteristicas
fisicas que presentaron asi como: lisa,
rugosa, celebriforme, algodonoso, vy
luego un estudio microscdpico con
Azul dec lactofenol observindose con
lentes de L0y v 40x de objetivo. Luego
se realizo el aislamiento de hongos en
tubos de ensayo estériles para realizar la
identificacién final por microcultivo.

ESTUDIO QUIMICO

Reactivos: Acetato  de etilo, acetona,
Acido acético, Benceno, Cloroformo,
Metanol, Silica gel, Sulfato de sodio,
Pawlina std  (Laboratorio  Sigma),
Revelador- 3 Methil — 2 benzothiazoline
hydrazone HC1 (Laboratorio Sigma),
Luz UV,

METODOLOGIA:
Se adquirieron fus manzanas en aquellos
mercados que presentaron  mayor

uestra
-Negativa
67%

incidencia del género  Penicillium
{productor de micotoxina Patulina). Los
mercados elegidos fueron: Mercadillo -
Comas, Mercado de Huamantanga -
Puente piedra, Mercado Municipal - La
Victoria y Mercade de Frutas - San
Luis.

La extraccién se realizd utilizando
acetato de ctilo, agregandose Na2 SO4
a la extraccién final, se filtrd y
concentréd disolviéndose en cloroformo,
Se realizé la identificacién utilizando
Cromatografia de capa fina preliminar
siendo el sislema de solvente utilizado:
Cloroformo y Metanol (9+1) ¥y
cmplcando como patrén el Std. Paulina
(faboratorio Sigma) para la
comprobacion del resultado, luego las
muestras fueron reveladas con 3 Cetil -
2 benzothiazoline hydrazone HCI
{Laboratorio Sigma) y levadas 4 1 luz
UV, observindose la presencia de
Patulina como una mancha amarillo
marrén en la muestra, al mismo nivel
del standard, con un Rf: 0.5. Luego se
realizé una Cromatografia preparativa y
la muestra fue eluida con cloroformo +
acetona. Para confirmar, se realiza una
Cromatografia confirmatoria utilizando
sistema de solventes: benceno, acido
acético y Metanol (18+1+1) se obtuvo
un Rf: 0.35 al ser revelada.
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RESULTADOS EXPOSICIONES AMBIENTALES EN MERCADOS

Se identificaron 52 géneros de hongos anemdfilos, los cuales fueron divididos cn tres
grupos (Cuadro 1):

Hongos Productores de Micotoxinas
Hongos Contaminantes de Alimentos

11 géneros
11 géneros.

Hongos Fitopatégenos 30 géneros.
HONGOS HONGOS :
PRODUCTORES CONTAMINANTES HONGOS FITOPATOGENOS
DE MICOTOXINA DE ALIMENTOS
Alternaria. Aurebasidium. Cordana. Oidiodemdrom.
Aspergillus. Candida. Cylindrocladium.  |Qedocephalum
Cephalosparium. Circinella. Crysosporium Phoma.
Cladosporium. Curvularia. Drechslera. Pupulospora.
Fusarium, Epiccocum. Diheterospora. Rhinacladiella
Paecilomyces. Geotrichum. Diplodia. Sepedonium.
Penicillium. Helminthosporium. Gillmaniella Scolebasidinm.
Phhomyces. Mucor. Gliomastix Scopuraliopsis.
Trichotecium, Nigrospora. Gonatobotrivm  |Stemphylium.
Trichoderma. Rhizopus. Graphium Torula.
Stachybotris. Rhodotorula. Hormodendrum Torulomyces.
Humicola. Trichurus.
Isaria. Ulecladium.
Mpycelia steril Verticillium.
Papularia. Volutella.
DISCUSION turbulencias, los cuales afectan a’ la
dispersion de los hongos.
= FEl aislamiento de  Hongos

Anemdfilos [ue realizade durante el
Verano, Otoilo y Primavcra,
recalizindose en tres horanos 7 am.
12 am. 5 pm. Debido a las
variacioncs climatologicas
producidas durante el dia como por
las corrientes de aire, la lluvia, la
variacidon de la iduminacion vy
oscuridad, asi  también las

El total de 3798 UFC de hongos
anemofilos encontrados se
dividieron en tres  grupos,
destacandose los siguientes por
orden de frecuencia: la mayor
cantidad encontrada: hongos
productores de micotoxinas 1959
UFC(52%) seguido por hongos
fitopatogenos 1097 UFC (29%) y



por los hongos contaminantes de
alimentos 742 UFC (19%) (Fig.6).

Los datos observados en las tres
estaciones sefialan mayor
frecuencia de hongos productores de
micotoxina durante la estacién de
Primavera 829 UIC (42%), cuando
la intensidad del viento fue mayor y
la vegetacion fue mds ahundante;
segmida por el Otofio 1483 UFC
{41%), como se demuesira hay una
minima diferencia entre estas dos
estaciones, en  donde el viento
estuvo presente, asi también  la
lluvia favorecid para incrementar la
dispersion  de  hongos. Por el
contrario en  Verano 337 UFC
(17%), se observé menor presencia,
debido a que las radiaciones
ultravioleta y temperaturas suelen
ser altas como para provocar la
desecacién de las esporas (Fig. 7).

La mayor incidencia de Pericillium
durante las tres estaciones se
observé en los mercados de:
Huamantanga — Puente Piedra
(27.05%), Comas(26.32%),
Mercado Municipal de la Victoria
(25.96%), Mercado de Frutas - San
Luis {24.86%) siendo los mercados
que presentaron mayor humedad
{Fig. 8). Como ¢l Penicillium es el
productor de la Micotoxina
Patulina se adquirieron manzanas
en esos mercados un mayor mimero
de muestras.

Para la investigacion, no fue
necesario un examen microbioldgico
de las manzanas, porque. ¢llo, solo
determinaria la presencia del hongo
mds no de la micotoxina de ahi que
se utilizé un método quimico.

El andlisis de las manzanas no solo
se realizd cn las partes dafiadas si no
en toda la manzana por que segin
Lovett y Thompson la difusién de la
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micotoxina ¢s facilitada por la
hidrosolubilidad de la fruta. La
cantidad de manzanas fue de treinta
y seis entre las Variedades
Nacionales : manzana Pachacamac,
manzana  Delicious ente las
Importadas: manzana Chilcna. De
un total de doce andlisis realizados
resultaron tres  fruncamente
positivas  25% - en manzanas
Pachacamac y Delicia adquiridas en
Mercado de  Fruta - San Luis y en
la variedad Delicia en Mercadillo
de Huamantanga - Puente Piedra.
Trazas de Patulina §% en manzanas
Pachacamac, Mercado Municipal de
la Victoria y ocho dieron negativas
(67%) (Fig. 9).

Coma Patulina no se reduce por
pasteurizacion ni por el uso de
conservadores por ello se analizaron
seis jugos industrializados
encontrandose trazas de Patulina en
dos de ellos (33%), v cuatro
restantes fueron negatives a Patulina
(67%) (Fig. 10). Para cvitar la
presencia de la Patulina en 1la
produccion de jugos de frutas lo
recomendable es no utilizar aquellas
visualmente dafiadas para la
produccion de jugos, realizar un
buen almacenamiento de las frutas y
analizarlas  antes y después del
procesado.

CONCLUSIONES

En  diecisiete  mercados  se
identificaron 11 géneros de Hongos
productores de micotoxinas:

Alternaria, Aspergillus,
Cephaloporium Cladosporium,
Fusarium, Paecilomyces,
Penicillium, Pithomyces,

Stachybotris, Trichoderma y
Trichotecium.

Los mercados con mayor incidencia
del género Penicillium fueron:
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Mercado de Huamantanga — Puente
Piedra (27.05%), Mercadillo de
Comas (26.32%), Mercado
Municipal de la Victoria (25.96%),
Mercado de Frutas de San Luis
(24.86%).

¢ FEn manzanas en mal estado asf
también en jugos de manzana
industrializados fue detectada la
presencia de Patulina.
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