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RESUMEN: La elevada acidez de los jugos reduce al minimo el ataque bacteriano, por lo que los hongos son Ia flora predominante
en los procesos de alteracion. Estos, ademds, son capaces de producir micotoxinas gue pueden resistir los tratamientos térmicos
de pasteurizacion, alterando la calidad de los jugos de consumao masivo. Por tal motivo se las utiliza como indicadares de calidad,
Existen numerosos estudios sobre la presencia de aflatoxinas, patulina y citrinina en jugos de frutas. En el presente trabajo se
determind la capacidad toxicogénica de mohos aislados de jugos citricos, utilizando diferentes métodos analiticos tradicionales
como; cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), enzima inmuno ensayo (ELISA) y
no tradicionales cemo: electroforesis capilar (EC). Los mohos estudiados fueron: Aspergiflus clavatus, A. flavus, A. terreus,
Penicifliumn expansum y P griseofufvum. Las micotoxinas evaluadas fueron patulina, citrinina y aflatoxinas (B,, B,, G, G,).

Los resultados obtenidos mostraron que las cepas de A. clavatus y A flavus aisladas de jugos citricos, son capaces de producir
patulina y aflatoxinas, respectivamente. Esta dltima se hallo en concentraciones inferiores a los establecidos por los Entes
Regulatorios. Las demés cepas no mostraron produccion de toxinas, o bien [as concentraciones fueron inferiores al limite de
deteccion de las técnicas utilizadas.

Palabras claves: jugos-micotoxinas-mohos-determinacion.

SUMMARY: Assesing the toxicogenic capacity of mould isolated from citric juice. Alemandri, S.; Sobrero, M.S."; Basilico,
M.L% Sanchis, J.C.%; Basilico, J.C.% High acidity in juices reduces bacterium attack to the minimun, so that the fungi is
predominant flora in the alteration processes. Besides they are capable of producing mycotoxins that can resist pasteurization
temperature treatments thus altering the quality of juice for massive consumption. Due to this, they are used as quality indicators.
There have been many studies about the presence of aflatoxing, patuline and citrinin in fruit juice. In this work we determined the
toxicogenic capacity of moulds isolated in citric juice, using different traditional analytical methods such as TLC, HPLC, ELISA and
other methods like capillar electrophoresis. The moulds studied were: Aspergillus clavatus, A Flavus, A lerreus, Penicilfun
expansum and P griseofulvum. The mycotoxins evaluated were patulin, citrinin and aflotoxins (B1 B2 G1 G2). The results showed
that strains of Aspergillus clavalus and A. flavus isolated in citric juices are capable of producing patulin and aflatoxins respectively.
The latter were found in quantities lower than those required by the Regulations. The either strains did not show toxin production
or concentration was below the detection level of the techniques applied.
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Introduccion

Los jugos citricos por su baja acidez son alte-
rados predominantemente por mohos y levaduras
(1.2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15y 16). Dentro de
los mohos, los teleomorfos de los géneros
Aspergillus y Penicillium son mas resistentes al ca-
lor. Los ascosporos son capaces de sobrevivira la
pasteurizacion y hasta se favorece su germinacion
luego de recibir un shock térmico (15,17 y 18). Por
otra parte es conocido el efecto protector de algunos
compuestos presentes en el alimento como los azu-
cares.

Estos hongos ademas de alterar las caracteris-
ticas organolépticas de los jugos pueden producir
micotoxinas, que son metabolitos secundarios noci-
vos para |a salud (16,17 y 19). Se han reportado
mohos capaces de hacerlo sobre la matriz de los
jugos, ejemplo de ello es Aspergilius flavus que pue-
de producir aflatoxina B, (20). Como ademas pueden
resistir el calor se las usa como indicador de cali-
dad, éste es el caso de patulina en jugos de manzana
y sidras. (21,22,23 y 24). También existen trabajos
que reportan la co-ocurrencia de patulina y citrinina
enmanzanas (25)

El objetivo del presente trabajo es determinar
la capacidad toxicogénica de mohos aislados de ju-
gos citricos, utilizando diferentes métodos analiti-
cos: cromatografia en capa delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
Electroforesis capilar (EC) y enzimo inmuno ensayo
(ELISA). Las micotoxinas evaluadas fueron patulina,
citrinina y aflatoxinas.

Materiales y Métodos

Microorganismos

Se utilizaron hongos aislados de jugos citricos
provenientes de una planta productora de la Republi-
ca Argentina, ubicada en la provincia de Entre Rios.
El muestreo se realizé directamente en la planta
elaboradora. Las muestras se recogieron en reci-
pientes estériles y se conservaron a 4 °C de tempe-
ratura hasta su procesamiento (dentro de las 24 h. de
extraccion). Se procedié a la identificacion de los
mohos aislados de acuerdo al método de Pitt and
Hocking (15, 26y 27).
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Capacidad productora de patulina: Se estudia-
ron cepas de Pexpansum, A.clavatus Pgriseofulvum
provenientes de jugos y una cepa de Byssochlamys
nivea productora de patulina como control. Los mo-
hos se sembraron en tubos con medio agar-papa-
dextrosa (PDA) y se incubaron a 25°C, durante 7 dias.
Los conidios se resuspendieron tween 80, se sonico,
filtrd y por Ultimo se realizaron diluciones en agua
destilada hasta lograr una concentracion de 10°
conidios.ml (28,29 y 30). Para la produccién de
patulina se sembraron estas suspensiones en caldo
Czapek suplementado con 0,2 % de extracto de leva-
duray 0,8 % de glucosay se incub6 a 25°C durante
14 dias. En todos los casos se trabajé por duplicado.
La extraccion de |a toxina se realizé con acetato de
etilo, luego se evapord hasta residuo seco que pos-
teriormente se redisolvié en 2 ml de acetato de etilo
(29, 30y 31). También se estudio la capacidad pro-
ductora de las cepas en jugos de naranjas
reconstuidos a partir de dos lotes de jugos concen-
trados. Se ensayd un clean up utilizando una colum-
na de silica gel, eluyendo con n-hexano:acetato de
etilo (EtAc) (30:10) y 30 ml de n-hexano:acetato de
efilo (60:40). Luego se evaporo y redisolvié como en
el caso anterior (32).

Capacidad productora de citrinina: Se estudia-
ron cepas de Peitrinum, Pexpansum y A.terreus ais-
lados de jugos y dos cepas de P, citrinum producto-
ras como control. Se procedi6 de la misma manera
que en el caso anterior, pero para la produccion de la
toxina se utilizé caldo Czapek suplementado con 5 %
de glucosa. Se inoculd las suspensiones de conidios
yseincubé a25°C durante 14 dias (33). La extrac-
cion se realizd con cloroformo en medio 4cido, luego
Se evaporo a sequedad y se redisolvio en cloroformo
(34). La presencia de citrinina se confirmé sobre
pequenas alicuotas de medio de cultivo; donde se
agregaron gotas de HCL 1N a fin de precipitar la
toxina (35).

Capacidad productora de aflatoxinas: Se estu-
diaron cepas de Aspergillus flavus potencialmente
productoras de aflatoxinas aisladas de jugos citri-
cos. Se sembraron en medio MEA a 28°C hasta tener
abundante desarrollo. Se colocaron trozos del medio
de cultivo con el hongo desarrollado dentro de
erlenmeyers que contenfan arroz integral. Se agrego
agua esteril y se incubaron durante 15 dias a 28°C.
La extraccion se llevé a cabo con metanol 70 %.
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Determinacién de micotoxinas por croma-
tografia en capa delgada (CCD): Para las tres
micotoxinas se realizé cromatografia unidireccional
ascendente, usando cromatoplacas de silicagel 60
GF, sobre base de Aluminio. Para citrinina se tratd
previamente la cromatoplaca con dcido oxdlico 10 %
en metanol. Para la determinacién semi cuantitativa
se sembraron diferentes volimenes de una solucion
de 100 ug/ml de patron de citrinina, marca Sigma. La
tabla 1 resume las condiciones y técnica utilizada
para realizar las CCD.

Determinacidn de patulina por Electroforesis
Capilar (EC): Se utilizé un equipo marca Spec-
traPHORESIS® 100, un médulo detector UV/VIS va-
riable Spectra 100, y un integrador modelo SP4600.
El modo de operacion empleado fue la Electroforesis
Capilar de Zona (CZE). Se siguid la metodologia puesta
a punto por Bdr, J. (36). Se empled un capilar de
silice de 75 um de didmetro, con una longitud de 45
cm hasta el detector y de 75 cm de extension total,
Las distintas soluciones tanto patrén como las mues-
tras fueron filtradas con acetato de celulosa de 0,20
umde porosidad, marca Sartorius. Las corridas se
realizaron a |a longitud de onda de 276 nm (37), el
buffer usado para la corrida fue de 35 mM de
B,0,Na,10H,0 (Borato de Sodio 0 Borax), pKk = 9,2a
25 °C. La inyeccion de las muestras fue por vacio
con una duracion de 1 segundo; la tensién empleada
fue constante, de 20 Kvoltios; y con polaridad positi-
va.

Determinacion de patulina por HPLC: Se traba-
jo con un cromatégrafo liquide provisto de una bom-
ba Perkin Elmer Serie 200, un detector Pekin Elmer
785 A UV/VIS e interface NCI 900 marca Nelson, Las
condiciones del andlisis fueron (38): columna;
Phenomenex-Jupiter C18, de 250 mmx 4,6 mm, 300A
y 5 ulde solucién acuosa de acetonitrilo 10mi/100ml
como fase mévil. Se siguid la metodologia puesta a
punto por Beltzer, P (39).

Determinacidn cuantitativa de aflatoxinas por
ELISA: Se utilizo el kit RIDASCREEN®FAST Atlatoxin,
inmunoensayo enzimatico (ELISA) competitivo para
el andlisis cuantitativo de aflatoxinas. El limite medio
de deteccion del kit fue encontrado a concentracio-
nes menores a 1,7 ppb y el limite de cuantificacion a
5ppb (5 ug/kg).
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Resultados y discusion

Capacidad productora de patulina

Enla Tabla 2 se muestran los resultados obte-
nidos por CCD, EC y HPLC para la determinacion de
patuling, en medio de cultivo y en jugo de naranja,
para los mohos en estudio y para la cepa productora.

Como se puede observar en la Tabla 2,
Peniciflium expansum y P griseofulvim no mues-
tran capacidad productora de patulina, tanto en las
condiciones ideales para su produccidn, como en
los jugos estudiados. Esto indica, que son cepas no
productoras de la toxina, o bien, lo serian pero en
cantidades inferiores a las detectables por las técni-
cas aqui empleadas. Los resultados del screening
(CCD), fueron confirmades por HPLC. Los
Cromatogramas 1y 2 comparan la corrida de los
extractos de medio de cultivo de ambos mohaos con
|a de |a cepa testigo. Se puede observar que en la
zona del pico de patulina no hay produccién de
metabolitos.

Con respecto a Aspergillus clavatus, resulto
productora de patulina, tanto para la técnica de
screening , como para su confirmacién con HPLC
(Cromatograma 3).

Los resultados obtenidos con EC se muestran
en los Electroferogramas 1, 2y 3. En los mismos se
advierte una gran interferencia en la zona de
absorbancia de la micotoxina; se observan picos con
tiempos de retencitn similares al de patulina (6 mi-
nutos), pero con pobre resolucion. No obstante, los
resultados obtenidos por EC se correlacionan, ya que
para el caso de los extractos de medio de cultivo, los
extractos de jugos y los extractos de jugos con clean
up, Aspergillus clavatus que es positivo con las otras
técnicas, si bien no se pudo arrojar un resultado pre-
¢iso, no es descartado por EC. Penicillium expansum
y P griseofulvum que habian resultado negativos no
se puede garantizar la presencia/ausencia de |a toxi-
na o la presencia de otros compuestos. En los ex-
tractos de jugos con clean up, en los que se espera-
ria encontrar mejor resueltos los picos que interfe-
rian en la zona de absorbancia de patulina, un resul-
tado negativo podria llevar a pensar que la metodolo-
gia de limpieza de extractos podria resultar desven-
tajosa ya que se puede perder gran parte del com-
puesto buscado. Este inconveniente ocurre con mu-
chos procedimientos de anlisis y de alli la impor-
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tancia que tiene el disefio de pasos en un protocolo
de investigacion cuando se busca determinado com-
puesto. En este caso, como Aspergillus clavatus no
resultd negativo, por lo que se descarta esta posibi-
lidad.

La cepa Byssochlamys nivea productora de
patulina utilizada como referencia, mostré presencia
de la toxina.

Los extractos a los que se les realizo el clean
up con la columna de silica gel, mostraron resulta-
dos similares a los extractos sin este procedimiento,
por lo que no se justificaria introducir esta etapa en la
metodologia, ya que podria ocasionar pérdidas del
analito.

Capacidad productora de citrinina

Se muestran en la Tabla 3 los resultados obte-
nidos por CCD para Ia determinacion de citrinina en
medio de cultivo, para los mahos en estudio y para
las cepas productoras de referencia.

Las cepas productoras de referencia manifes-
taron presencia de citrinina a diferencia de las cepas
estudiadas que resultaron ser no productoras de la
toxina, o bien productoras en una cantidad inferior a
|la detectada por la técnica aqui empleada. El limite
de deteccion de la técnica de 0,02 ug.

Capacidad productora de aflatoxinas

La cepa Aspergillus flavus estudiada resultd
ser productora de aflatoxinas en una muy baja con-
centracion (1,9 ppb), resultado obtenido con la técni-
ca de ELISA. Este valor es bajo comparandolo con
los niveles de tolerancia que se encuentran entre 5y
300 ppb para las cuatro aflatoxinas principales (B,
B,, G,, G,) dependiendo si se trata de alimentos para
humanos o animales (40,41 y 42); en Argentina se
establecieron limites de 20 wg de aflatoxinas totales/
kg para el contenido en alimentos de consumo hu-
mano, mientras que las FAQ y WHO fijaron 15 pg de
aflatoxinas totales/kg (43).

Este resultado concuerda con lo obtenido por
CCD ya que se habian sembrado volimenes de has-
ta 50 ul, que segun la cencentracion aqui hallada y
teniendo en cuenta que se tomaron 5 g de muestraa
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los que se les agregaron 25 ml, corresponderia a una
cantidad de siembra de 0,019 ng, la cual es muy
pequena como para ser detectada por CCD, ya que
en un estudio se encontrd el limite de deteccion para
aflatoxinas de 0,5 ng para esta técnica (38).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados presentados se
puede concluir:

- Que |2 cepa de Penicillium expansum y |a de
P, griseofulvum, aisladas de jugos citricos, en condi-
ciones optimas para la produccion de la toxina en
medio de cultivo y en jugo de naranja, no mostraron
capacidad productora de patulina a diferencia de la
de A. clavatus que resulto productora.

— Que la cepa de Penicillium citrinum, |a de P
expansurm y |a de Aspergillus terreus, aisladas de
jugos citricos, en condiciones dptimas para la pro-
duccion de la toxina, no mostraron capacidad pro-
ductoras de citrinina.

- Que la cepa Aspergillus flavus, aislada de
jugos citricos, en condiciones optimas para la pro-
duccion de la toxina, resulté ser productora de
aflatoxinas en concentraciones inferiores a las esta-
blecidas por los Entes Regulatorios.

Con respecto a las técnicas utilizadas, CCD es
una buena técnica de screening (sencilla, econémi-
ca y rapida). Como técnicas de confirmacion HPLC
es exacta, confiable y se obtienen concentraciones
minimas detectables més bajas que por CCD; pero
no es rapida y es costosa. Con respecto a elec-
troforesis capilar, es répida, de muy alta resoluciony
econdmica, elimina el problema de los solventes de
HPLC, pero, para el caso de la toxina estudiada, seria
necesario seguir investigando y enconirar las condi-
ciones de trabajo que permitan resolver adecuada-
mente los picos. Por lltimo la técnica de ELISA es
selectiva y rapida, adecuada cuando se necesita in-
vestigar una gran cantidad de muestras, los procedi-
mientos de limpieza no son tan intensivos y no re-
quiere de equipos sofisticados, pero no se disponen
de anticuerpos para todas las micotoxinas.
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Tabla 1: Metodologia para determinar Patulina, Citrinina y Aflatoxinas por CCD
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Micotoxina Patulina Citrinina Aflatoxina

Solvente de comida Tolueno-acetato de etilo- | Tolueno-acetato de etilo— | Cloroformo-acetona
acido férmico acido férmico (9:1 viv)
(5: 4: 1VNV) (5: 4: 1 VNV)

Volumen sembrado | 10 ul 10pl 10ul

Revelador Acido sulfarico al 50% en | No se utilizd No se utilizo
etanol (V/V) en caliente

Color de la mancha

Pardo ala luz visible

Amarillo verdoso bajo luz
UV 366 nm

AzulparaB yB yverde paraG
y G2 bajo luz UV de onda larga .

Método utilizado

Cole, 1981

Scott et al., 1972

Izquierdo y col., 1995;
ADAC, 1995

Tabla 2: Determinacidn de patulina, en medio de cultivo y en jugo de naranja por GCD, EC y HPLC

Extractos de 1mm:liu Extractos de jugos Exiracios de jugos
Moho de cultivo con clean up
CCD EC  HPLC CCD EC  HPLC Ccco EC HPLC
P expansum . D - . # § v - -
A.clavatus + D + + D D - D D
Pgriseofulum : D - - D - - - -
Byssochlamysnivea | + D + NR NR NR NR NR NR

D = Dudoso, NR = No se realizd. ' caldo Czapek suplementado con 0,2 % de extracto de levadura y 0,8 %

\ FaTLm

Cromatograma n® 1:
P expansum en medio de cultivo. *

P

Cromatograma n°2:
P, griseofulvum  en medio de cultivo.*

* Ambos con cromatograma de Byssochlamys nivea superpuesto.
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