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Resumen

Las micotoxinas Alternarias son un conjunto de micotoxinas producidas por los hongos
Alternaria spp., que se encuentran dentro de las denominadas “micotoxinas emergentes”.
Debido a su alta incidencia en los productos alimenticios y su potencial téxico, estas
micotoxinas suponen nuevos desafios de métodos analiticos para su deteccién. Por lo que
el objetivo de esta investigacién fue determinar la incidencia natural y los niveles de las
micotoxinas de Alternaria spp. en tomates y pastas de tomate producidos en Panama,
mediante un método analitico eficaz. Para ello se analizaron 10 muestras de tomate
procedentes de tres fincas productoras del distrito de Tierras Altas de Chiriqui, Panama y
10 muestras de pastas de tomate de dos marcas comerciales producidas con tomates
panamefios. Se aplicé un Ensayo de Dilucién de Isétopos Estables (SIDA) y la técnica de
LC-MS/MS. Los valores de limites de deteccién para este estudio fueron de 0.07, 0.02 y
0.45 pg/kg para AOH, AME y TeA y los limites de cuantificacién de 0.20, 0.06 y 1.4
ug/kg para AOH, AME y TeA, respectivamente. Se encontrd que todas las muestras de
tomate y pastas de tomate contenian niveles detectables d¢ AOH y AME. Los tomates
contenian niveles de AOH en un rango de 0.58-5.33 pg/Kg y de AME de 0.29-3.96
ng/Kg; mientras que las pastas de tomates contenian niveles de 1.77- 8.12 pg/Kg de AOH,
0.74-7.03 pug/Kg de AME y 29.19-37.99 pg/Kg de TeA. Se encontré6 ademas una alta
correlacion entre las micotoxinas AOH y AME (r=0.95, P<0.01) tanto en las muestras de
tomate como en pastas de tomate. Los resultados obtenidos indican que los niveles de las
micotoxinas encontrados son bajos; sin embargo sugieren que la contaminacién por
Alternaria en tomates y pastas de tomates, es latente por lo que se requieren mas estudios
y monitoreos para lograr un mayor control, vigilancia y prevencién del consumo de

alimentos contaminados con micotoxinas para asegurar una mayor inocuidad alimentaria.

Palabras Claves: micotoxiﬁas, Alternaria spp., LC-MS/MS, inocuidad alimentaria,

tomates.
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1. INTRODUCCION



1.1. Antecedentes

La Alternaria spp., es un género fungico muy comun, incluye especies patdgenas
ampliamente distribuidas en el suelo y la materia orgdnica en descomposicion. Se
encuentran con frecuencia en semillas, plantas, productos agricolas y el aire (Benavidez
Rozo, Patriarca, Cabrera, & Fernandez Pinto, 2014). Pueden invadir los cultivos vegetales
antes y después de la recoleccion y es responsable de considerables pérdidas econdmicas,
debido a que reduce el rendimiento de las cosechas y produce deterioro en los cultivos

durante su almacenamiento.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, producidos por hongos filamentosos. Desde
que las primeras micotoxinas, las aflatoxinas fueron descubiertas en 1960, cuando
causaron la muerte de 100,000 pavos, muchas nuevas micotoxinas han sido identificadas

en los ultimos 50 afios (Brzonkalik, Herrling, Syldatk & Neumann, 2011).

Actualmente, se conocen mas de 120 metabolitos secundarios del género Alternaria; una
cuarta parte de ellos se designan como micotoxinas (Barkai-Golan, 2008; Brzonkalik et
al., 2011). Las cinco toxinas mas importantes de Alfernaria que pueden encontrarse como
contaminantes naturales en los productos alimenticios son los derivados de benzopireno:
alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), altenueno (ALT), el 4cido tetrdmico

acido tenuazénico (TeA) y las altertoxinas (ATX-1, ATX-II, ATX-III).



La Alternaria spp. es un problema importante en los tomates, ya que es uno de sus
contaminantes més frecuentes. Particularmente durante la época de maduracion de los
frutos, causando la podredumbre negra (Terminiello & Fernandez Pinto, 2005). Es
frecuente ademés, aislar toxinas de Alternaria a partir de productos procesados tales como
salsas y pastas de tomate, ketchup, tomates desecados, jugos y conservas; como
consecuencia de la utilizacién de materias primas con contaminacién fungicas; ya que
aunque se eliminen las zonas visiblemente alteradas, las toxinas de Alternaria spp., se

pueden transferir a los tejidos circundantes (Pavén Moreno, et al., 2012).

De acuerdo con Ostry (2008): “/a deteccion y cuantificacion de micotoxinas de Alternaria
en alimentos se realiza principalmente mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa con deteccién ultravioleta, fluorescencia o espectrometria de
masa, pero también se han descrito otros métodos como cromatografia en capa fina
(TLC), cromatografia en capa fina de alto rendimiento (HPTLC), cromatografia en fase

gaseosa (GC) y deteccion electroquimica”.

En estudios llevados a cabo por Siegel, Merkel, Koch & Nehls (2010), se determind acido
tenuazonico en cerveza por LC-MS/MS después de derivatizacion con
2 ,4-dinitrofenilhidrazina. Asam, Lichtenegger, Muzik, Liu, Frank, Hofmann & Rychlik
(2013) sintetizaron y caracterizaron analogos de 4cido tenudzonico derivados de otros
aminoécidos [derivado de valina (Valta), leucina (Leuta), alanina (alata) y fenilalanina

(Pheta)] por espectrometria de masas (MS) y resonancia magnética nuclear 'H (RMN).



Para lo cual desarrollaron dos métodos analiticos, uno con derivatizacion con
2 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y otro sin derivatizacion, se utilizé adem4s el ensayo de
dilucién de is6topos estables (SIDA). Rasmussen, Storm, Rasmussen, Smedsgaard, &
Nielsen (2010), emplearon un método conocido como QUEChERS para la extraccién de
muestra, simultdneamente a la LC-MS/MS para determinar las micotoxinas AOH, AME,

TeA y otros metabolitos secundarios de hongos en el ensilaje de maiz.

Las micotoxinas de Alternaria se encuentran dentro de las denominadas “micotoxinas
emergentes”; debido a su alta incidencia en los productos alimenticios y su potencial
toxico, la aparicion de estas micotoxinas supone nuevos desafios, tales como el desarrollo

de métodos quimicos analiticos para su deteccion.

Actualmente no hay un limite legal o de guia para micotoxinas de Alternaria por parte de
las autoridades reguladoras a nivel internacional; sin embargo los datos actuales en otros
paises indican una exposicién frecuente y prolongada de estas micotoxinas en la dieta
humana (Pavon Moreno, Gonzélez Alonso, Martin de Santos, & Garcia Lacarra, 2012).
Por lo tanto, es necesaria mas informacion sobre la existencia y caracterizacion de estas
micotoxinas en alimentos y sus riesgos, para dar lugar a la consideracién de la necesidad

de regulaciones.



1.2.  Planteamiento del problema

La contaminaciéon por Alternaria spp. y la existencia de micotoxinas reduce tanto la
cantidad como la calidad de los alimentos, deteriorando los nutrientes del tomate (Meena,
Zehra, Dubey, Aamir, Gupta & Upadhyay, 2016). Constituye ademas un factor de riesgo
para la salud del consumidor debido a las propiedades de las micotoxinas para inducir
efectos graves de toxicidad atin en dosis bajas. Estas toxinas de Alternaria spp., han
demostrado poseer capacidad genotoxica, mutagénica, carcinogénica y citotéxica (Man,

Liang, Li & Pan, 2016).

La contaminacién de los alimentos con este hongo se produce de manera natural y su
concentracién puede aumentar como resultado de las condiciones ambientales o de
operaciones inadecuadas de recoleccién, almacenamiento y elaboracién de los productos
alimentarios. Por ello, es necesario disponer de programas de control que eviten la
contaminacién con mohos toxigénicos; pero adicionalmente se requiere contar con
laboratorios y programas de control de calidad en Panama4, que garanticen la inocuidad de

los alimentos.

Para llevar a cabo la aplicacion efectiva de estos controles, es necesario disponer de
técnicas de andlisis quimico, para la deteccién y cuantificacién de estas micotoxinas. Sin
embargo, la evaluacién de riesgos relacionados con la inocuidad de los alimentos en
Panam4 es incipiente y se encuentra obstaculizada por la falta de datos cuantitativos, y al

desconocimiento de la contribucién que hace cada alimento a la exposicién dietética de



estas toxinas, debido a la falta de métodos y mecanismos para la obtencion de esta

informacién cientifica.

Por lo antes expuesto, este trabajo se plante6 entre otras preguntas: /cudles micotoxinas de

Alternaria se encuentran presentes en estas muestras y en qué niveles?.

Hasta el momento, no se conoce de otros estudios que se hayan llevado a cabo en Panama
y que demuestren la presencia de micotoxinas de Alternaria spp. 0 contaminacion por
éstas en tomate y productos procesados a partir de éstos. Por tal razén este proyecto busca
proporcionar datos cientificos que permitan conocer la existencia o no de contaminacién
por estas micotoxinas en productos de consumo habitual del pablico panamefio como son

los tomates y pastas de tomate de produccién nacional.

1.3.  Justificacion de la investigacién

La economia mundial y la globalizacion de los mercados facilitan el comercio
internacional de los productos agricolas. Esto obliga a nuestro pais a establecer normas de
control fitosanitarias que regulen la calidad de los productos alimentarios y asi proteger a

la poblacion y la actividad agricola.

En Panama se producen y consumen gran cantidad de frutas y vegetales que requieren ser

sometidos a controles de calidad que garanticen la inocuidad de los mismos. Sin embargo,



en un gran numero de casos; estos rubros no cuentan con programas de monitoreo y
control. Es necesario disponer de técnicas analiticas eficaces para la deteccion de
micotoxinas tanto en materias primas como en alimentos elaborados, que pueden
introducir estas toxinas en la dieta humana. Esto permitiria adoptar las medidas necesarias
para apartar de la cadena alimentaria los productos que puedan suponer un riesgo para la

salud del consumidor.

El seguimiento del control y evaluacién de los alimentos usando métodos analiticos
servird no sélo para lograr un mayor control de la presencia de esta toxina en los
productos alimenticios, sino que a su vez contribuira al desarrollo de los productores de la
region, incrementando la calidad de sus productos y haciéndolos mas competitivos en el

mercado nacional e internacional.

Se espera que esta investigacion se convierta en una primera aproximaciéon sobre los
niveles de estas micotoxinas en el pais, que la capacidad técnica desarrollada contribuya al
fortalecimiento de las habilidades y competencias para el anlisis de estas micotoxinas en
alimentos en Panamd y que los resultados obtenidos contribuyan al desarrollo de

estrategias para reducir el riesgo de estos contaminantes.



1.4.  Objetivos

Objetivo General

» Determinar los niveles de las micotoxinas producidos por cepas del hongo
Alternaria spp., en muestras de tomates y pastas de tomates de produccion

nacional.

Objetivos Especificos

» Identificar la presencia de 4cido tenuazonico, alternariol, alternariol monometil
éter, tentoxina y altertoxinas en muestras de tomates y pastas de tomates de

produccion nacional.

» Cuantificar los niveles de 4cido tenuazénico, alternariol y alternariol monometil
éter por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa en tiandem

LC-MS/MS.

» Determinar la correlacién en la co-produccién de las micotoxinas  acido
tenuazonico, alternariol y alternariol monometil éter en muestras de tomate y

pastas de tomates de produccién nacional.



2. MARCO TEORICO
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2.1. Micotoxinas de Alternaria

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular (PM < 700 kDa),
producido por hongos filamentosos (Pavén Moreno, et al., 2012). El término micotoxina
se deriva de las palabras griegas 'Mnkhs' (mykes-fungus) y 'soxikon' (toxicum-poison)
(Sharma, Pillai, Gautam & Hajare, 2014). Aunque actualmente se conocen mas de 300
micotoxinas, la atencién de los cientificos se centra principalmente en aquellas que han

demostrado ser cancerigenos y/o toxicos

Las micotoxinas son potentes toxinas que tienen un amplio rango de accién en animales y
humanos, poseen efectos cito-, nefro- y neurotéxico, carcinogénico, mutagénico,
inmunosupresor, estrogénicos, entre otros (Krska, Schubert-Ullrich, Molinelli, Sulyok,
MacDonald & Crews, 2008). Cuando se ingieren, las micotoxinas pueden causar una
micotoxicosis que puede resultar en un episodio de enfermedad aguda o crénica. Las
condiciones crénicas tienen un impacto mucho mayor, numéricamente, en la salud

humana en general (Miliéevi¢, Skrinjar & Baltié, 2010).

Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos o las materias primas utilizadas para su
elaboracion. Para que se produzcan las micotoxinas, ademés de la presencia de la especie
productora, influyen las condiciones ambientales y la composicién del sustrato
(Brzonkalik et al., 2011, p.1773). El crecimiento de hongos no necesariamente se asocia
con la formacién de micotoxinas y debido a la estabilidad de las micotoxinas, éstas

pueden estar presentes en los alimentos cuando los hongos ya no estan presentes. Ademas,
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un hongo puede producir diferentes micotoxinas y una micotoxina pueden ser producidas

por diferentes hongos (Ferndndez-Cruz, Mansilla & Tadeo, 2010, p.113).

Debido a su contenido de nutrientes, los alimentos para la nutricién humana son medios
de cultivo ideales para parésitos como hongos. En particular, los alimentos con alto
contenido de humedad, como las frutas, son propensos a la invasién por hongos (Rychlik,

2012).

De las cientos de micotoxinas conocidas hasta la fecha, s6lo un nimero muy limitado esta
sujeto a reglamentaciones legales y monitoreo regular. Con respecto a la alimentacién, las
aflatoxinas (AF), fumonisinas (FB), el deoxinivalenol (DON), la zearalenona (ZEN) y la
ocratoxina A (OTA) son analizadas con mayor frecuencia (Streit, Schwab, Sulyok,
Naehrer, Krska & Schatzmayr, 2013). Sin embargo en los ltimos afios han tomado
relevancia las denominadas micotoxinas "nuevas" o "emergentes" (es decir, micotoxinas
que no han recibido tanta atencion cientifica como AF, FB, DON, ZEN y OTA) (Streit et

al., 2013), dentro de las que se encuentran las micotoxinas de Alternaria (ATs).

La Alternaria spp. es un hongo de campo comun responsable de una variedad de
enfermedades en las plantas, incluida la mancha marrén del tabaco, el tizén del tomate yla
clorosis de plantulas de citricos (Harvan & Pero, 1976, p.1). El género Alternaria
comprende patdgenos y saprofitos ubicuos. Pueden crecer incluso a bajas temperaturas y
baja actividad de agua, por lo que generalmente se asocian con el deterioro de frutas y

vegetales durante el transporte y almacenamiento (Man, Liang, Li & Pan, 2016; Prelle,
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Spadaro, Garibaldi & Gullino, 2013; Rodriguez-Carrasco, Mafies, Berrada & Juan, 2016);

causanso descomposicion poscosecha.

Las especies de Alternaria son capaces de producir una gran diversidad de metabolitos
secundarios pertenecientes a diferentes grupos quimicos. La Alternaria alternata es una
especie frecuente y de particular intéres porque produce varias micotoxinas, que incluyen
alternariol, alternariol monometil éter, altertoxina I y 4cido tenuazénico (Ostry, 2008,

p.175; Reinhold & Bartels, 2010).

Cuadro 1. Lista de toxinas de Alternaria y especies de Alternaria que las producen

Micotoxina Acrénimo Especie Productora
Alternariol AOH Alternaria alternata
Alternariol monomethyl ether AME A. alternata; A. solani
Tentoxin TEN A. alternata

Tenuazonic acid TeA A. alternata; A. tenuissima
Altertoxins ATXs A. alternata.

Alternaria  alternata f.  sp AAL-toxins A. alternata f. sp. lycopersici
Ivcopersici toxins

Stemphyltoxin 11 Stemphyltoxin 111 A. alternata

Altenuene ALT A. alternata

Fuente: EFSA, 2011

La produccién de micotoxinas varia con la cepa fungica, el sustrato y el medio ambiente,
condiciones de crecimiento, ésto incluye factores como la actividad del agua, temperatura,
valor de pH y luz. La produccién de micotoxinas puede ser considerada como una
adaptacion a imposiciones abiticas o a otras tensiones de la especie micotoxigénica

(Brzonkalik et al., 2011).
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El crecimiento optimo de la Alternaria alternata es cerca de 25°C con variaciones
minimas de -5 a 6.5°C y maximos cerca de 36°C. La a,, minimo para el crecimiento a
25°C es 0.88. El crecimiento optimo ocurre a pH 4-5.4, y el rango de pH para el
crecimiento es 2.7-8.0. La A. alternata es capaz de crecer en concentraciones de oxigeno
tan bajas como 0.25% (v/v) en N, con tasas de crecimiento proporcionales a la

concentracion de oxigeno (Ostry, 2008, p.178).

Las condiciones dptimas para la produccion de AOH, AME y TeA identificadas por Pose,
Oatriarca, Kyanko, Pardo, Fernandez-Pinto (2009), fueron de 21°C/0,954 ay, 35 °C/0,954

ay y 21°C/0,982 a,,, respectivamente.

La mayoria de las micotoxinas son relativamente estables al calor dentro del rango de las
temperaturas de procesamiento de alimentos convencionales (80-121°C), por lo que se
produce poca o ninguna destruccion en condiciones normales de coccién, como hervir y

freir, o incluso después de la pasteurizacion (Gleadle, Mortby, Hatch, & Burt, 1998).

El impacto de la descomposicion de alimentos inducida por hongos es grave; se estima
que causa una pérdida del 25% del total de la produccién agricola mundial (Rychlik,
2012), y estimaciones de la Organizaci6n de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO) indican que las pérdidas globales de productos alimenticios debido a

las micotoxinas estan en el rango de 1000 millones de toneladas por afio.
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Las frutas y vegetales afectados por Alternaria presentan regularmente areas podridas
visibles; sin embargo, las toxinas de Alternaria se pueden transferir de la parte podrida a
los tejidos circundantes. Por lo tanto, las toxinas de Alternaria pueden estar también
presentes en productos procesados debido a las limitaciones de los procedimientos
industriales actuales, para eliminar completamente los tejidos en descomposicién (Zhao,

Shao, Yang & Li, 2015, p.343; Logriego, Moretti & Solfizzo, 2009).

Las mejoras en la seguridad alimentaria en los paises desarrollados han eliminado la
micotoxicosis humana aguda (en parte debido al uso de practicas agricolas modernas y
presencia de regulaciones legislativas), sin embargo éstas atin ocurren en las comunidades
rurales en el mundo en desarrollo, donde las condiciones climéticas y de almacenamiento
son propicias para el crecimiento de hongos y en donde las micotoxinas han estado
involucradas en muertes o enfermedades agudas reportadas (Fernandez-Cruz et al., 2010,

p.114; Milicevi¢ et al., 2010).

2.2.  Clasificacion y estructura quimica de las micotoxinas de Alternaria

Las micotoxinas de Alternaria spp. pueden ser divididas dentro de cinco categorias
dependiendo de su estructura quimica, incluyen derivados de dibenzopironas, derivados de
acidos tetramicos, derivados de perilenos, toxinas AAL (Alternaria alternata f. sp.

Lycopersici) y estructuras misceléneas (Man et al., 2016).
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— Dibenzopironas: AOH, AME y ALT.

— Perileno quinonas: ATX-I, -II, -I1II.

— Acidos tetramicos: TeA.

— AAL toxinas: AAL-TA1, AAL-TA2, AAL-TB1, AAL-TB2.

— Estructuras misceldneas: TEN.

ATXA ATX- ATX- STTX-

Fig. 1. Estructura quimica del AOH, AME, ALT, TeA, ATX-l, ATX-Il, ATX-lll y STTX-HI

El alternariol (AOH), altenariol monometil éter (AME), altenueno (ALT), acido
tenuazonico (TeA), altertoxinas I, IT y III (ATX-I, ATX-II, ATX-III) y la tentoxina (TEN)
son consideradas como las micotoxinas de Alternaria mas importantes (Man et al., 2016;

Prelle et al., 2013, p.161).
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Cuadro 2. Registro cronolégico del descubrimiento de las micotoxinas de Alternaria més importantes

Micotoxina Afio de aislamiento  Referencia

AOH 1953 Raistrick et al., 1953; Thomas, 1961; Pero and Main, 1969; Tirokata et al., 1969
AME 1953 Raistrick et al., 1953; Thomas, 1961; Pero and Main, 1969; Tirokata et al., 1969
TeA 1957 Rosset et al., 1957; Janardhanan and Husein, 1975

ALT 1971 Pero et al., 1971; Rizk et al., 1985

ATXAL, -1, -0 1973 Pero et al., 1973b; Chu, 1981; Stack et al., 1986; Stack and Prival, 1986

Fuente: Ostry, 2008.

El AOH y el AME, son producidos por la mayoria de A. alternata, asi como también han
sido aislados de otras muchas especies de Alternaria; ambos son compuestos incoloros,

cristalinos (Harvan & Pero, 1976, p.2).

El TeA, es producido por una gran variedad de especies de Alternaria spp., también es un
metabolito de Pyricularia, oryzae, Sphaeropsidales, y algunos Aspergilli. El TeA es un
aceite incoloro, viscoso y es un 4cido monobésico con pKa 3.5. Es soluble en metanol y
cloroformo; al calentarse o tratarse con una base, la actividad 6ptica se pierde y puede
ocurrir  la cristalizacién dando como resultado la formacién de iso-TeA. Forma

complejos con calcio, magnesio, cobre, hierro y niquel (EFSA, 2011, p.15).

2.3. Toxicologia

El impacto de las micotoxinas en la salud depende de la concentracion y la duracién de la
exposicion a la toxina, la toxicidad del compuesto, el peso corporal del individuo, la
presencia de otras micotoxinas (efectos sinérgicos), factores ambientales (manejo de

granja) y otros efectos dietéticos (Kuiper-Goodman, 2004).
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La toxicidad de las micotoxinas de Alfernaria ha sido bien establecida; existe fuerte
evidencia de que el AME y AOH podrian ser mutagénicos (An, Zhao, Miao, Liu, Zheng &
Xu, 1989) actlian como antagonista de la topoisomerasa; ademas, el AME provoca roturas
de cadena de ADN (Boettler et al. 2009; Béchler et al., 2010). Se ha sugerido que el AME
y el AOH producido por 4. alternata en granos podria ser un factor responsable de la alta
incidencia de cancer de es6fago en humanos en en el condado de Linxian, China (Liu,
Qian, Zhang, Dong, Qi & Guo, 1992 citado por Asam, Konitzer, Schieberle & Rychlik,

2009).

La toxicidad del TeA se ha demostrado en plantas, embriones de pollo y en otras especies
animales. En perros, la ingesta de dosis diarias de 10 mg/kg de peso corporal, provocé la
aparicion de hemorragias en diversos 6rganos. En las aves domésticas, una dosis de
10 mg/kg en la alimentacién, disminuyé tanto la eficiencia alimenticia como la ganancia
de peso e incrementé las hemorragias internas (Brzonkalik et al., 2011, p.1775; Streit et

al., 2013).

Ratones que consumieron pienso contaminado con TeA durante 10 meses, desarrollaron
alteraciones en la mucosa esofdgica (cambios precancerosos), con dosis diaria de
25 mg/kg de peso corporal (Yekeler et al., 2001) lo que sugiere la posibilidad que la
progresion al céncer de es6fago pueda ocurrir después de una exposicion prolongada
(EFSA, 2011). Ademas, el consumo de sorgo contaminado con TeA, se ha relacionado

con la aparicién de un desorden hematolégico humano conocido como Onyalai
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(Brzonkalik et al., 2011, p.1776), (Steyn & Rabie, 1976; Bottalico & Logriego, 1998;
Ostry Ozcelik, & Beuchat, 1990). Entre las toxinas de Alternaria, el TeA es considerado
como el que tiene la toxicidad aguda mds alta, mostrando valores LDs, de 225 mg/kg

(peso corporal) en ratones y 37.5 mg/kg en polluelos.

El TeA es un fuerte agente quelante con propensién a quelar iones metalicos en varias
sustancias biolégicamente importantes. Puede quelarse con calcio, magnesio, cobre y
otros metales, y luego de la quelacion se combina con el centro activo de la transpeptidasa,
por lo que se inhibe la formacion de enlaces peptidicos de la sintesis de proteina (Carrasco

& Vazquez, 1973; Robeson & Jalal, 1991; Brzonkalik et al., 2011).

El TeA es la unica micotoxina Alfernaria que se incluyé en la lista de Registro de
sustancias quimicas toxicas de la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA)

(Ostry, 2008).

Las ATX I'y I han mostrado una considerable citotoxicidad; se ha reportado ademas que
las ATX IIL, 1T y I muestran potencial mutagénico. Recientemente, se informé que ATX II
es al menos 50 veces mds potente como mutédgeno que las otras ATs, AOH y AME en

células cultivadas de hamster chino (Liu & Rychlik, 2015).

Los datos de toxicidad de las micotoxinas de Alternaria necesarios para la caracterizacién

de peligros tales como, los Niveles de Efectos Adversos No Observados (NOAEL), los



19

Niveles de Efectos Adversos Observados mas Bajos (LOAEL) y las dosis de referencia
(BMD) no han podido ser establecidos alin para las ATs: AOH, AME, ALT, ATX-I-II

(Ostry, 2008, p. 181).

2.4. Cultivo del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon esculentum Mill.) es considerado
uno de los principales cultivos horticolas en el mundo. Sin embargo, la productividad
econdmica global de este el cultivo estd limitado por varios fitopatogenos; entre ellos la
Alternaria spp. los cuales causan pérdidas significativas y reducen tanto la calidad como
la cantidad de los alimentos ya que, deterioran sus nutrientes (Meena, Zehra, Dubey,

Aamir, Gupta & Upadhyay, 2016).

La Alternaria es el hongo mas frecuentemente encontrado en tomates mohosos, y es
responsable de la enfermedad conocida como “moho negro de tomate”. Aunque los
tomates se consumen en forma fresca, mas del 80% del consumo de tomate viene de
productos procesados, como jugo de tomate, pasta, puré, ketchup y sopa (Rodriguez-
Carrasco et al., 2016). El consumo directo de tomates mohosos por parte de los
consumidores es poco probable, pero estos tomates pueden ser utilizados para productos

procesados del tomate (Patriarca, Vaamonde & Pinto, 2014).
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La aparicién de ATs en productos de tomate ha sido reportada en Argentina (Somma et
al., 2011; Terminiello et al., 2006), Suiza (Noser, Schneider, Rother, & Schmutz, 2011),
Brasil (Da Motta & Soares, 2001) y Alemania (Ackermann et al., 2011; Asam, Liu,

Konitzer, & Rychlik, 2011).

La infeccién puede ocurrir en el extremo del tallo de la fruta o por una lesién mecénica,
agrietamiento por humedad excesiva durante el crecimiento o enfriamiento. Algunas
investigaciones han demostrado que la pudricién de Alternaria puede desarrollarse a todas
las temperaturas de manejo aceptables y puede ser evitado s6lo por manejo y mercadeo

rapido (Patriarca, Vaamonde & Pinto, 2014, p.58).

Se ha reportado que el género Alternaria spp., es el hongo mas comin que infecta a los
tomates (Pose et al., 2004, 2010; Van de Perre, et al.,, 2014). Los tomates son
particularmente susceptibles a la invasién de microorganismos debido a su epidermis
blanda (Da Motta & Valente Soares, 2000, p.112; Van de Perre et al., 2014) y la
infectacién es promovida por el clima calido y lluvioso. En un medio sintético de tomate
la A. alternata aislada de las frutas de tomate crecieron mejor a 21°C y en una a,, de 0.982

(Pose et al., 2009).

Pocos estudios se han llevado a cabo sobre la estabilidad de las micotoxinas de Alternaria,
aunque al igual que otras micotoxinas, probablemente sean bastante estables (Patriarca et

al., 2014).
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2.5. Estudios previos sobre micotoxinas de Alternaria spp.

Las micotoxinas de Alternaria (ATs) han sido reportadas en investigaciones llevadas a
cabo con diferentes alimentos, asi por ejemplo, estudios han reportado la presencia de ATs
en tomates (Asam et al., 2011; Da Motta & Soares, 2000), zanahorias (Solfrizzo, De
Girolamo, Vitti, & Visconti, 2004), jugos de manzanas (Scott & Kanhere, 2001), olivas
(Visconti, Logrieco, & Bottalico, 1986), cerveza (Siegel, Feist, Proske, Koch, & Nehls,

2010), entre otros.

Noser et al. (2011) evaluaron 85 productos de tomate, consistentes en tomates pelados y
picados, sopa, salsas, purés, concentrados de tomate, ketchup, asi como tomates frescos y
deshidratados, los cuales fueron tomados del mercado suizo en 2010. Encontrando que el
TeA fue la micotoxina que se encontraba con mayor frecuencia (81/85 muestras) y en los
niveles més altos de hasta 790 pg/kg. En la mitad de tomates pelados y picados los niveles
de TeA estaban por encima de 100 pg/kg. Una muestra de conservas de tomates pelados
contenia 200 pg/Kg de TeA. Tres salsas y un ketchup mostraron niveles de TeA

superiores a 100 pg/kg. Los tomates fueron las Ginicas muestras donde no se detecté TeA.

Tomates y productos de tomate del mercado brasilefio fueron evaluados por Da Motta &
Valente Soares (2001) para TeA, AOH y AME. Siete de 22 muestras de pulpa contenian
niveles de TeA hasta 11 pg/kg. En cuatro de 22 muestras de puré se encontraron niveles
de TeA en concentraciones de hasta 76 pg/kg. Terminiello, Patriarca, Pose & Fernandez

Pinto (2006), encontraron que 39 de 80 muestras de puré de tomate argentino contenian
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uno o dos de las micotoxinas TeA, AOH o AME. Dos laboratorios oficiales de control de
alimentos en Alemania encontraron TeA en concentraciones de hasta 520 pg/kg y AOH
hasta 13 pug/kg en tomates y productos de tomate (Chemisches und
Veterindruntersuchungsamt Sigmaringen & Umweltschutz 2005, 2006; Niederséchsisches
Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit LAVES 2007). Por su parte,
Gross et al. (2010) evaluaron productos comerciales de Alemania, utilizando el método
ELISA; encontrando TeA en cuatro de los 15 jugos de tomate en el rango de 20-200

ng/mL y dos de 18 ketchups contenia TeA con 55 y 67 ng/mL respectivamente.

La aparicion de micotoxinas de Alternaria (AOH, AME, TeA, TEN y ALT) en productos
alimenticios en los Paises Bajos también ha sido evaluada por Lépez et al. (2016, 2014);
los resultados mostraron que existian AOH, AME, TeA y TEN en uno o mas productos
alimenticios. El TeA se encontré en el 27% de las muestras, y en concentraciones
relativamente altas (hasta 2345 ug/kg) se pudo encontrar en semillas de girasol, salsas de
tomate e higos secos. El ALT aparecié frecuentemente en cereales, salsas de tomate,

higos, vino y semillas de girasol.

Miiller & Korn (2013) investigaron un total de 1064 muestras de trigo en diferentes
regiones del Estado de Brandenburgo (Alemania) entre los afios 2001 a 2010; analizando
AOH, AME, ALT y TeA mediante HPLC con deteccién de arreglo de diodos y
fluorescencia. La ATs mas frecuentemente encontrada fue TeA; en 322 de 1,064 muestras

(30.3%), 86 de 1064 con AOH (8.1%), 33 de 1,064 con AME (3.1%) y 7 de 267 muestras
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(2.6%) con ALT. Los los contenidos méximos de toxinas en todos los afios fueron

4224 mg/kg de TeA, 905 mg/kg de AME, 832 mg/kg de AOH, y 197 mg/kg ALT.

Vinueza, Martin & Garcia (2009), evaluaron dos métodos de deteccién cromatografica y
de extraccion de TeA a partir de muestras de tomate. Compararon la utilizacién de una
fase mévil binaria compuesta de acetonitrilo y tampén de fosfato (25 + 75, v/v) a pH 3 con
otra fase mévil compuesta por un gradiente de agua y acetonitrilo con Aacido
trifluoracético. Los mejores resultados se obtuvieron con la fase mévil de acetonitrilo y
tampon de fosfato, con la que se observé un menor tiempo de retencién (8,2 min frente a
23 min) y una mayor sensibilidad (limite de cuantificacion de 1,5 pg/mL). Para la
extraccion y pre-purificacién de las ATs, a partir de muestras de tomate se utilizé un
método de extraccién en fase sélida (SPE) y otro basado en extraccion liquido-liquido
(LLE), con disolventes organicos. Encontrando que la SPE proporcioné un cromatograma
libre de interferencias de la muestra en el tiempo de retencién del TeA con un limite de
deteccion de 1 pg/g en muestras de tomate; mientras que el método de extraccion liquido-
liquido, ademas de ser mas laborioso y emplear mayores cantidades de disolventes
orgénicos, resultd inadecuado para la deteccion de AT debido a la co-extraccién de otros

compuestos de la muestra que interfieren con los resultados.

Da Motta & Valente Soares (2000), aplicaron a productos de tomate pasos simples de
extraccion, eliminacién de grasa y divisién seguido de cromatografia de complejacién

metélica en una columna C18 de fase reversa. Los limites de cuantificacion en los
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productos de tomate fueron 11.0 ng/g para TEA. El TeA se cuantificé en el 21% de las
muestras analizadas. Las concentraciones variaron entre <11 y 4021 pg/kg. Las
concentraciones mas altas se reportaron para las muestras de puré de tomate (7 muestras

fueron > 1000 pg/kg). El TeA también se encontré en muestras de pulpa de tomate (39-

111 pg/kg).

El TeA ha sido encontrado en pasta de tomate en niveles que van desde 0.01 a 0.1 mg/kg
(Scott & Kanhere, 1980), en tomates infectados naturalmente a niveles de 11-139 mg/kg
(Stinson et al., 1981) y en tomates visiblemente con moho pero frescos recogidos en

plantas productoras de ketchup, a niveles de 0.4 - 69.7 mg/kg (Mislivec et al., 1987).

Por su parte, Lohrey, Marschik, Cramer & Humpf (2013), describen una nueva estrategia
eficiente y econémica para la aplicacion del ensayo de dilucién de isétopos estables, en el
cual logran la sintesis a gran escala de estandares internos marcados isotopicamente de
BCp-acido tenuazoénico por medio de un procedimiento de tres pasos. Ademds de un
rapido y confiable método basado en purificacion de la muestra con QUEChERS para la
determinacién de TeA en muestras de alimentos y piensos utilizando (HPLC-MS/MS).
Este nuevo método tuvo un limite de deteccién (LOD) de 0.86 ug/kg y un limite de
cuantificacion (LOQ) de 2.89 pg/kg. En total se analizaron 26 muestras de tomates y 4 de
pimientos del mercado alemén. El TeA fue encontrado en cada muestra con niveles desde

3 hasta 2330 pg/kg (p.114).



25

Van de Perre et al. (2014) colectaron muestras enmohecidas de tomate fresco (n=161),
pimientos (n=47), cebollas (n=61) y futas rojas suaves (n=50) en varios mercados en
diferentes paises (Bélgica, Espafia, Egipto, Brasil, India y Sudafrica), para examinarlas en
su contenido de micotoxinas emergentes (AOH, AME, TeA) y micotoxinas maés
establecidas (OTA y fumonisinas: FB1, FB2 y FB3). Encontrando que los datos de
consumo belgas y el valor medio obtenido (4‘230 ng/kg peso corporal/dia) fueron mas
altos que el valor umbral de preocupacién toxicolégica (TTC) de 1500 ng/kg peso

corporal/dia establecido por la EFSA.

Tolgyesi, Stroka, Tamosiunas & Zwickelc (2015) describen un nuevo método para la
determinacién de cinco toxinas de Alternaria y Citrinina en muestras de tomate y jugo de
tomate basadas en deteccion de LC-MS/MS; “las muestras se extrajeron con metanol
puro, seguido de un paso de derivatizacion con 2,4 dinitrofenilhidrazina para mejorar la
determinacion de TedA y para disminuir la gran diferencia de polaridad entre los
compuestos de interés. Las muestras se purificaron en cartuchos de extraccion de fase
solida de polimero de estireno hidrofilico modificado. EI método fue utilizado en una
prueba de competencia internacional y los puntajes satisfactorios obtenidos demostraron

la fiabilidad del enfoque descrito” (p.1512).
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2.6. Métodos analiticos para el anilisis de micotoxinas de Alternaria

Muchos de los métodos analiticos utilizados para la determinacién de metabolitos
fangicos, son atn especificos para una sola micotoxina o un grupo estrechamente
relacionado de micotoxinas. Por lo tanto, se requiere un anélisis por separado para cada
micotoxina de interés, una limitaciéon importante para controlar una gran cantidad de

micotoxinas (Streit et al., 2013).

Los métodos actuales generalmente incluyen un paso de extraccion, un paso de limpieza
para reducir o eliminar co-extractos no deseados, componentes de matriz (que involucran
la limpieza por particién de solventes o extraccion en fase sélida) y un paso de separacion

con capacidad de deteccién especifica adecuada (Krska et al., 2008).

Hasta ahora, se han desarrollado muchos métodos analiticos para la deteccién y
cuantificacién de micotoxinas de Alternaria. Entre los métodos analiticos empleados para
dicho fin se encuentran: cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia de gases (GC),
cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida (LC),
cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS),
cromatografia liquida-espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS), cromatografia
liquida-espectrometria de masas multi-etapa (LC-MSn) y el Ensayo inmunosorbente

ligado a enzima (ELISA), entre otros (Man et al., 2016).
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Actualmente, hay una fuerte tendencia hacia el uso de métodos multi-micotoxinas para el

analisis simultineo de varias de las mds importantes micotoxinas, esto se logra mejor

mediante LC-MS/MS.

Para la etapa de extraccion, las ATs (ALT, AOH, AME, TEN) son generalmente extraidas
de alimentos sélidos y liquidos a través de solventes organicos, como diclorometano,
metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, cloroformo, o mezclas de solventes organicos con
agua (tamponada); mientras que en el caso del TeA, se sugiere una extraccién con

solvente 4cido (Scott & Kanhere, 2001; EF SA, 2011, p.15).

Los procedimientos de purificacién y concentracién generalmente incluyen particion de
solvente, extraccién en fase sélida (SPE) mediante columnas o microextraccion en fase
solida (SPME) (Scott & Kanhere, 2001), basadas principalmente en el uso de columnas de
C18; sin embargo estan disponible una gran variedad de materiales sorbentes CS8,
intercambiadores de cationes o aniones fuertes (SCX, SAX) o materiales poliméricos con

propiedades combinadas (Krska et al., 2015, p.5).

Ademés de las técnicas de SPE y SPME, existe una técnica de preparacion de muestra
rapida, simple y efectiva, llamada QuEChERS (acrénimo en inglés) para abreviar, rapido,
facil, barato, efectivo, resistente y seguro, la cual se ha desarrollado recientemente para la

deteccién de plaguicidas en frutas y verduras (Lehotay et al., 2007).
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En cuanto al muestreo para el control oficial de los niveles de micotoxinas, éste ha sido
establecido por la Comisién de Regulacién (EC) No 401/2006, del 23 de febrero de 2006;
sin embargo, el reglamento sélo se refiere a la aflatoxina B1, aflatoxinas totales,
ocratoxina A y toxinas de Fusarium en cereales y productos de cereales. Los protocolos de
muestreo para controlar las toxinas de Alternaria en productos alimenticios, por ejemplo

los tomates, no se describen en la legislacion de la UE (EFSA, 201 1).

2.6.1. Técnicas Cromatogrdficas

2.6.1.1. Cromatografia en Capa Fina TLC

Es un método de andlisis cualitativo simple y rapido, que ha sido aplicado para la
determinacién de ATs por Hasan (1995), usando una mezcla cloroformo:acetona (973,
V:v) como sistema solvente para detectar AOH, AME, TeA, ATX-1y ATX-II, a partir de
tomates por TLC-UV. Aunque la eficiencia de separacion y la sensibilidad de deteccién
de la TLC es menor que la de HPLC y GC, la TLC sigue siendo una herramienta analitica
indispensable para la deteccién de micotoxinas en varias matrices debido a sus ventajas,
tales como la simplicidad de operacién y pretratamiento de la muestra, rapidez,

rentabilidad y consumir cantidades més pequefias de solventes que laLC.
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2.6.1.2. Cromatografia de Gases GC

La GC acoplada a diferentes técnicas de deteccion también ha sido aplicada para la
deteccion de ATs, especialmente la GC-MS, ya que presenta una alta sensibilidad y
selectividad en mezclas. Es adecuada para la deteccién de sistemas no polares y
semipolares; compuestos volatiles y semivolatiles, aunque la mayoria de las ATs son
moléculas pequefias, no volatiles y polares, por lo que generalmente necesitan
derivatizarse antes del andlisis con GC-MS (K&éppen, Koch, Siegel, Merkel, Maul &

Nehls, 2010).

El uso de la cromatografia de gases (GC) para el andlisis de ATs en matrices de alimentos
y piensos requiere una derivatizacion pre-columna. Harvan & Pero (1974) derivatizaron
TeA utilizando una mezcla de acetiltrimetilsilano, trimetilsilano y piridina (6:2:9, v/v/v) y

detectaron el TeA usando GC con un detector de ionizacién de llama (FID).

Scott, Weber, & Kanhere (1997) derivatizaron las ATs utilizando heptafluorobutirato
(HFB) y trimetilsililo (TMS), y utilizaron GC-MS para la deteccién de AOH, AME, ALT,
ALTX-I y TeA en jugo de manzana. Los resultados mostraron que tanto los derivados de
HFB como de TMS son apropiados para la separacién de micotoxinas de Alternaria por
GC antes de la deteccion con MS y que los valores de LOD reportados para AOH y AME

en jugo de manzana fueron de 1 pg/kg.
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Sin embargo, la derivatizacion provoca desventajas, como interferencia de la matriz, pobre
repetibilidad, consume mucho tiempo, utiliza costosos reactivos de derivatizacién y
requiere una operacién compleja en el proceso de deteccion GC-MS. Ademas, GC-MS
también tiene efecto de memoria de la inyeccién de muestras anteriores. Por lo tanto las
aplicaciones de GC para la determinacion de las ATs son limitadas, debido a las

laboriosas reacciones de derivatizacién necesarias (Man et al., 2016).

2.6.1.3. LC acoplada a detectores UV/DAD/FLD

La Cromatografia Liquida acoplada a un detector de UV (LC-UV) ha sido ampliamente
utilizada para la deteccion de ATs porque la mayoria de las moléculas organicas y algunas
moléculas inorganicas tienen la propiedad de absorcién ultravioleta. Los contenidos de
TeA y AME en tomates y productos de tomate fueron determinados por LC-UV en fase
reversa por Stack, Mislivec, Roach, Pohland (1984). Por su parte, Azcarate, Patriarca,
Terminiello, Pinto (2008), analizaron 64 muestras de trigo cosechadas en Argentina en
2004 y 2005 utilizando HPLC-UV. Las concentraciones medias de AME, AOH y TeA en

las muestras positivas fueron de 2118, 1054 y 2313 pg/kg, respectivamente.

Solfrizzo et al. (2004) utilizaron LC de fase reversa con detector UV con arreglo de
diodos (LC-UV/DAD) para la deteccién de ATX-I, AOH, AME y TeA en zanahorias. Los
resultados mostraron que los LOD de TeA, ATX-I, AME y AOH fueron 20, 20, 10 y

5 pg/kg, respectivamente. Comparado con el detector UV, el LC-DAD se usa raramente
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para la deteccion de ATs debido a la poca sensibilidad. Sin embargo, la sensibilidad de la

deteccion UV de arreglo de diodos (LC-UV/DAD) es alta.

Scott (1991), detecté TeA en productos de tomate por HPLC-DAD, usando una mezcla
metanol-agua (90:10, v:v) como fase mévil que contenia 300 mg ZnSO,4-H,0. E1 LOQ de
TeA fue de 11 pg/kg. Por su parte, Myresiotis, Testempasis, Vryzas, Karaoglanidis,
Papadopoulou-Mourkidou (2015), emplearon la técnica de extraccion QuEChERS
acoplada a HPLC-DAD para la determinacion simultinea de AOH, AME y TEN en fruta
y jugo de granada; los valores de LOD fueron de 15 a 20 pg/kg, mientras que los LOQ

fueron entre 50 y 66 png/kg.

El detector de fluorescencia FLD se usa comunmente en HPLC; su selectividad y
sensibilidad es mds alta que la de los detectores UV y DAD. Ha sido empleado para la
deteccion de AOH, AME y ALT en pasta de tomate, por Fente, Jaimez, Vazquez, Franco,
Cepeda (1998). Aunque el detector FLD tiene alta sensibilidad de deteccién, tiene algunas
limitaciones porque sélo unas pocas micotoxinas tienen la propiedad de fluorescencia; asi
por ejemplo el TeA, no se puede detectar por el detector FLD porque no tiene grupos
funcionales fluorescentes. Por lo tanto, el uso de LC-UV y LC-DAD es mucho mas

extendido que la LC-FLD para detectar ATs (EFSA, 2011).
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2.6.14. LC-MS

Las técnicas de deteccion de MS tienen mayor sensibilidad en comparacion con detectores
UV, DAD, FLD y ECD. La LC-MS, especialmente LC-MS/MS o LC-MSn basados en
ionizacién por electrospray (ESI) o ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI), han
jugado un papel importante en la deteccién y cuantificaciéon simultineas de ATs en varias
muestras sin derivatizacion en los ultimos afios. La fuente de ionizacién ESI ha sido la
mas utilizada para la deteccion de ATs porque tiene mayor sensibilidad que APCI. Tanto
la ionizaciéon APCI y la ionizacion ESI, han sido aplicadas a la LC(MS) y LC-MS/MS
para la deteccion de AOH y AME en jugos de manzana y bebidas de otras frutas (Lau,

Scott, Lewis, Kanhere, Cleroux & Roscoe, 2003).

El principal problema de la separacién con HPLC es el pobre rendimiento cromatografico
del TeA en columnas de fase reversa, porque esta micotoxina tiene fuertes propiedades de
quelacion de metales y es un acido relativamente fuerte (pKa = 3.5); por lo que puede
causar una forma de pico pobre en HPLC debido a la alta acidez y quelacion de metales.
Para superar esta limitacion, se han disefiado técnicas de apareamiento de iones por
adicién de alquilamonio fosfato asi como intercambio de ligandos o complejacion
metalica por adicion de dodecildietilentriamina y ZnSO, adicionados a la fase mévil,
cuando se utiliza fase reversa. Sin embargo, la aplicacién de tales aditivos para mejorar la
cromatografia a menudo no es compatible cuando la HPLC se usa acoplado con

espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS). Esta es una razén por la cual no
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hubo durante mucho tiempo un método HPLC-MS/MS para la determinacion de TeA

descrito en la literatura (Lohrey et al., 2013, p.114).

Sin embargo, Siegel et al., reportaron en 2010, un método de HPLC-MS/MS que supera la
dificultad cromatografica descrita anteriormente utilizando derivatizaciéon del TeA con
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e ionizacion por electrospray (ESI) en el modo negativo;
los resultados mostraron que el derivado de DNPH-TeA puede dar una respuesta alta en
ESI(+)-IT-MS2. El andlisis fue aplicado a muestras de cerelaes y cerveza, encontrando
que los LODs del TeA fueron de 10 y 2 pg/k respectivamente, y los rangos de linealidad
fueron de 50-5000 y de 8-500 pg/kg, respectivamente. El TeA fue detectado en 13 y
cuantificado en 3 de 27 muestras de cereales; las concentraciones estuvieron por arriba de
851 pg/kg. Sin embargo, este paso de derivatizacion es laborioso y no es compatible con

métodos multimicotoxina.

También han sido utilizadas para el analisis de ATs, la LC de ultra-rendimiento (UPLC),
y la cromatografia liquida de ultra alta presion (UHPLC). Walravens et al. (2016),
analizaron AOH, AME, TEN, ALT y ATX-I en productos de tomate, jugos de frutas y
vegetales, obteniendo resultados que mostraron que los LODs de estas toxinas en
productos de tomate fueron de 3.0-8.3 pg/kg, los LOQs de 9.8-61.5 pg/kg, y los LOQs de
estas toxinas en los jugos de frutas y vegetales del.1-5.7 ug/kg; mientras que, Noser et al.

(2011) desarrollaron un método répido de ultrarendimiento (UP) LC-MS/MS, que
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permitié la determinacion simultanea de seis ATs, en productos de tomate en Suiza

noroccidental.

2.6.2. Ensayo de Dilucion de Isotopos Estables SIDA

A pesar que el anélisis HPLC-MS/MS, presenta miltiples ventajas como alta selectividad
y sensibilidad, esta técnica es susceptible a los efectos de la matriz. La ionizacion del
analito objetivo puede verse afectado por compuestos de coelucion de la matriz, que
pueden dar como resultado la supresion o mejora de iones. Para compensar los efectos de
matriz, a menudo se aplica el andlisis de dilucién de is6topos estables (SIDA) el cual

utiliza patrones isotopicamente etiquetados (Lohrey et al., 2013, p.115).

Ademas, el SIDA, puede ofrecer beneficios significativos para el anélisis de trazas, rinde
resultados més precisos y mejora la especificidad de la determinacién. Hasta ahora, las
principales aplicaciones de SIDA para el anélisis de micotoxinas han sido revisados
criticamente por Rychlik & Asam (2008 y 2015). En este sentido, Liu & Rychlik (2013)
desarrollaron un método SIDA para LC-MS/MS, para la determinacién de tentoxina
(TTX), dihidrotentoxin (DHT) e isotentoxina (isoTTX) en diferentes productos
alimenticios. Hasta el momento, se han desarrollado Ensayos SIDA para la determinacion

de las micotoxinas mas importantes de Alternaria.
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El enfoque de SIDA también fue utilizado por Lohrey et al. (2013) quienes desarrollaron
un método LC-MS/MS para la determinacién de 4cido tenuazénico (TeA) en productos de
tomate y pimiento. El patrén interno marcado isotdpicamente '>C,-TeA fue sintetizado y
agregado a las muestras antes de la extraccién. Las muestras se suspendieron con agua, se
extrajeron con MeCN 4cido formico (10: 1.1, v:v) y los extractos de muestra fueron
purificados utilizando un enfoque QUEChERS. Los valores de LOD y LOQ fueron 0.9 y
2.9 ug/kg, respectivamente; obtuvo ademas valores aceptables de recuperaciones (91-
99%) y precision (1-6%). La aplicacion de este método a muestras del mercado aleman
revelo la presencia de TeA en las 30 muestras analizados en niveles que variaban de 3 a

2330 pg/kg (Berthiller, et al., 2014, p-11).

Asam, Liu, Konitzer & Rychlik (2011), desarrollaron un ensayo de dilucién de is6topos
estables (SIDA) para la micotoxina de Alternaria TeA. Para lo cual, el [*C6,"*N]- 4cido
tenuazonico, se sintetiz6 a partir de [°C6,"’N]-isoleucina mediante la ciclacién
intramolecular de Dieckmann después de la acetoacetilacién con diceteno. El ["*Cs,""N]-
acido tenuazonico sintetizado se usé como estandar interno para la determinacion de 4cido
tenuazénico en productos de tomate por LC-MS/MS después de derivatizacion con

2,4-dinitrofenilhidrazina.

La validacién del método revelé un limite de deteccién de 0.1 pg/kg y un limite de
cuantificacién de 0.3 pg/kg. La recuperacion fue cercana al 100% en el rango de 3-300

ng/kg. Se logré un coeficiente de variacién de 2.3% y 4.7% para muestras de tomate y
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kétchup, respectivamente. Los contenidos de TeA en muestras de tomate (n=16)
estuvieron entre 15 y 195 pg/kg, mientras que las muestras de ketchup, (n = 9), tuvieron

valores de 363 y 909 pg/kg y las pastas de tomate (n = 2) valores de 8 y 247 ng/kg.

2.6.3. Ensayos de Inmunoafinidad

Los inmunoensayos son una clase de técnicas analiticas en las que la reaccion entre un
antigeno y su anticuerpo se utiliza para la cuantificacién del antigeno en una muestra
desconocida. Los métodos inmunolégicos ademés de ser utilizados en la deteccién y
cuantificacion de micotoxinas, también han sido utilizados en procedimientos de limpieza
y concentracion de muestras; para lo cual se emplean anticuerpos, ya sea monoclonales o
policlonales, contra una micotoxina particular que se desea detectar (Sharma, Pillai,

Gautam & Hajare, 2014).

Los inmunoensayos ofrecen varias ventajas sobre los métodos convencionales utilizados
para la deteccién y cuantificacion de micotoxinas, se puede analizar un gran nimero de
muestras en un tiempo y el tiempo de respuesta del ensayo es relativamente bajo. Debido a
la alta especificidad de los procedimientos de inmunoensayo, no es necesario una
preparacion elaborada de la muestra (Sharma, Pillai, Gautam & Hajare, 2014, p.869).
Adicionalmente los métodos analiticos instrumentales de GC-MS y LC-MS requieren
equipos costosos y técnicos altamente calificados, por lo que los inmunoensayos

representan una opcion relativamente econémica y practica.
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2.6.3.1. ELISA

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) se caracteriza por la simplicidad
de operacion, miniaturizacion, rapidez y portabilidad. Se ha convertido en un foco de
investigacion tanto cuantitativa como de detecciéon semicuantitativa de micotoxinas,
incluida las ATs. Hasta ahora, el método ELISA ha sido utilizado para detectar AAL,
AOH y TeA, y puede ser util para la evaluacién de la ocurrencia de micotoxinas de

Alternaria en alimentos y alimentos para animales (EFSA, 2011).

2.7. Regulaciones y normativas

Las autoridades sanitarias europeas han establecido niveles maximos permitidos de
determinadas micotoxinas como las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y M1, ocratoxina A,
patulina, deoxinivalenol, zearalenona y fumonisinas B1 y B2, y toxinas T-2 y HT-2 en los
alimentos (Pavén Moreno et al., 2012). Pero a pesar que, son cada vez mas frecuentes los
casos de productos hortofruticolas y sus derivados en los que se demuestra la presencia de
micotoxinas de Alternaria; alin no existe regulacion en la UE u otros paises, para este
grupo de micotoxinas (Fernandez-Cruz et al., 2010, p.113; Man et al., 2016). Los
organismos reglamentarios requieren métodos analiticos validados adecuados y pruebas de

deteccion répida para un control de alimentos rentable a gran escala.

El organismo responsable del componente de evaluacién de riesgos del Codex

Alimentarius es el JECFA. La funcién del JECFA es proporcionar al Codex Alimentarius
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una evaluacion cientifica de la toxicidad de los aditivos alimentarios y contaminantes,
como las micotoxinas, para establecer niveles seguros para el consumo humano (Berg,
2000). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Comité Permanente
Europeo han recomendado que los estados miembros de la Unién Europea recolecten
datos sobre la existencia de micotoxinas de Alternaria en productos alimenticios; ya que
la EFSA evidencié una falta de robustez de datos de aparicién de ATs en alimentos y
productos procesados, por lo que se recomendd la recoleccién de datos representativos en
toda Europa para permitir una evaluacién adecuada de riesgos (Rodriguez-Carrasco et al.,

2016).

En 2011, la EFSA, publicé los resultados de un estudio nutricional exploratorio, realizado
para evaluar la exposicion diaria a AOH, AME, TeA y TEN en los grupos de poblacién
comprendidos entre los 18 y 65 afios. En este estudio se determiné que los niveles diarios
de ingesta eran de 1,9-39 ng/kg de peso corporal para el AOH, 0,8-4,7 ng/kg de peso
corporal para el AME, 36-141 ng/kg de peso corporal para el TeA y 0,01-7 ng/kg de peso
corporal para la TEN. Aunque la exposicion a las micotoxinas de Alternaria spp., no se ha
estudiado en la poblacién infantil, se estima que su ingesta es dos o tres veces mayor que

en la poblacion adulta.



3. METODOLOGIA
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3.1.  Descripcién y diseiio de la investigacion

Esta investigacion es de tipo aplicada, donde el objetivo central fue la identificacion de
micotoxinas producidas por especies del género Alternaria spp., en muestras de tomate y
pastas de tomates producidos en Panamé y los niveles de concentracién de estas

micotoxinas, mediante el uso de técnicas de analisis quimico avanzadas.

La investigacion desarrollada tiene un enfoque cuantitativo, de acuerdo al alcance es de

tipo descriptivo y de acuerdo al disefio es experimental.

Se realizo inicialmente un anélisis de tipo cualitativo de cada muestra (sin replicas), con
esto se buscaba determinar la presencia o no de micotoxinas en la muestra. Aquellas que
resultaron positivas a determinada micotoxina, eran entonces analizadas cuantitativamente
mediante la adicién de estandar interno marcado isotépicamente y analizada por duplicado

mediante LC-MS/MS.

3.2. Diseiio de muestreo

Se realizé un muestreo aleatorio, sistematico al azar en zigzag en tres fincas productoras
de tomate ubicadas en la provincia de Chiriqui (regién de Cordillera de Boquerén y
Volcan). El disefio de muestreo consistié en delimitar en cada finca, una parcela de
100 m” dentro de cada una de ellas se establecieron tres puntos de muestreo. Por cada

punto de muestreo se colecté una muestra (es decir tres muestras por finca). Cada muestra
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estuvo conformada por 5 tomates. Se logré colectar un total de nueve muestras de tomate.
Adicionalmente, se tomé una muestra “control” o “testigo” de tomates que presentaba
evidente dafio o lesion fingica correspondientes a la contaminacion por Alternaria spp.
(enmohecimiento negro). Esta muestra control estaba conformada por cinco tomates

provenientes de las tres fincas bajo estudio.

En cuanto a las pastas de tomate se evaluaron dos marcas de pasta de tomate (producidas
en el pais con tomates panamefios) las cuales fueron compradas en supermercados locales.
Se obtuvo una muestra por cada marca. Cada muestra estaba conformada por cinco sobres

de 113 g de pasta.

Las muestras fueron analizadas por duplicado en el laboratorio y cada una de ellas se
evalu6 en términos cuantitativos para tres micotoxinas: Acido tenuazénico (TeA),
Alternariol (AOH) y Alternariol monometil éter (AME); mientras que en términos
cualitativos se determiné adicionalmente: Altertoxina I, Altertoxina II, Tentoxina y

Alterperilenol ALPT.

3.3. Variables

Variables dependientes: concentracion (ug/kg) de: alternariol (AOH), alternariol

monometil éter (AME), acido tenuazénico TeA.
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Variables independientes: temperatura, humedad, variedad de tomate, marca de la pasta

de tomate, lote de produccion de la pasta de tomate.

3.4. Planificacion de la investigacion

3.4.1. Fase pre-analitica

Las muestras de tomate colectadas fueron almacenadas bajo refrigeracion a 4°C, en bolsas
plasticas con sello hermético, antes de su pre-tratamiento. El pre-tratamiento de las
muestras de tomate fue realizado en el laboratorio del Centro de Investigacién en
Productos Naturales y Biotecnologia CIPNABIOT de la Universidad Auténoma de

Chiriqui.

Las muestras fueron procesadas mediante trituracion mecanica para lo cual se utilizo un
“Hand Blender” Quick Prep® de Cousinart modelo CSB-33. Las muestras fueron
homogenizadas durante 4 minutos cada una, empacadas posteriormente en tubos
eppendorf para centrifuga de 50 mL, congeladas y enviadas bajo refrigeracién a -4°C
hasta Munich, Alemania para su anélisis al Laboratorio de Quimica Analitica de

Alimentos de la Universidad Técnica de Munich (Technische Universitit Miinchen).

Una vez llegaron las muestras al laboratorio en Alemania, fueron almacenadas en un

cuarto frio a -20°C hasta su analisis.



43

3.4.2. Fase Analitica

3.4.2.1. Preparacion de la muestra

o Extraccion de la muestra

Las toxinas fueron extraidas de la matriz de muestra de estudio (tomate), utilizando una
porcién de 1 g la cual fue pesada (balanza Sartorius basic BA 210S) y transferida a un
tubo de centrifuga de 15 mL. Se afiadieron 0.5 g de NaCl (VWR International, Belgium) a
cada muestra, y se extrajeron con 10 mL de la mezcla de solventes
Metanol/Acetonitrilo/agua (10:45:45 v/v/v) pH 3.5, se homogenizé en vortex (Vortex-2
Genie Scientific Industries, Inc. G-560E) por 20 segundos y posteriormente se llevo a

bafio ultrasénico (Sonorex Bendelin Super RK106) por 30 minutos.

Los extractos de las muestras fueron centrifugados (Rotana 460R Hettich Zentrifuguen)
utilizando un ciclo de centrifugacién de 3000 rpm a 20°C durante 5 minutos. El
sobrenadante fue extraido y llevado a concentracién en un rotavapor (Heidolph G3)
adaptado a una bomba de succién al vacio (VWR International). Se concentrd la muestra a

40°C hasta obtener la mitad del volumen inicial.

En el caso de las muestras de pasta de tomate fue necesario diluir 300 mg de pasta en
700 pL de agua (HiPerSolv Chromanorm Reag. for LC/MS VWR Chemicals) y continuar

el proceso de extraccion antes descrito.
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¢ Purificacion de la muestra

Las muestras fueron purificadas mediante extraccion en fase solida SPE, para lo cual se
utilizaron cartuchos para SPE de 6 mL que contenian 500 mg de C-18 (Discovery®
DSC-18 Supelco®, USA) y un sistema de vacio multiple (con 24 conexiones) adaptado a

un colector (SPE Vacum manifold) para acomodar los cartuchos de SPE.

Los cartuchos para SPE fueron activados y acondicionados con 6 mL de metanol (VWR.
BDH Chemicals, France), seguido de 6 mL de agua pH 5.5 (acidificada con 4cido férmico
0.1%), se eluyé dejando una pequefia capa del liquido en ambos casos. Se colocé el
extracto de la muestra, posteriormente se lavé con 6 mL de agua pura y se eluyo hasta
sequedad. Finalmente, la muestra fue eluida con 6 mL de metanol y 9 mL de una mezcla

de metanol/hidréxido de amonio al 2%.

El extracto purificado fue llevado a evaporar hasta sequedad en el rotavapor a 40°C. El
residuo de las paredes fue reconstituido con 500 ML de una mezcla metanol/agua (1:1 v/v).
Se agité en vortex por 20 segundos y se dej6 bajo refrigeracién durante una noche.
Posteriormente se filtré utilizando microfiltros de 0.22 pum de espesor y jeringas de

filtracién 1x100 (NORM-JECT® 2mL (3mL), HSW, Germany).
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3.4.2.2. Cuantificacion de micotoxinas de Alternaria

e Adicion de Estandar interno

Para la cuantificacion de las toxinas de Alfernaria se empleé un método de Ensayo de
dilucién de isétopos estables SIDA. Para lo cual se pes6 1 g de muestra y se afiadid
100 pL del estdndar interno de las micotoxinas TeA, AME y AOH marcado
isotépicamente, a cada muestra, y se continué el proceso de preparacién de la muestra,

extraccion y limpieza antes descrito.

Las diluciones de los estindares internos para AME y AOH estaban preparadas en
acetonitrilo y para TeA en metanol. Los estdndares internos fueron almacenados bajo

refrigeracion a -8°C.

Cuadro 3. Preparacién de estandares internos para SIDA

Estandar interno Concentraciéon [pg/mL] Volumen (uL)
[2H4]-AOH 1.0 100
[2H4]-AME 0.1 100
[13C415N]-TeA 1.0 100

o  Anadlisis en HPLC-MS/MS

La deteccion e identificacion de las toxinas se realizaron por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandém LC-MS/MS con ionizacién por

electrospray ESI.
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Para la separacién de las micotoxinas se emple6 un equipo HPLC compuesto por un
cromatografo liquido LC-30 AD Nexera X2, adaptado a una unidad de desgasificacion
DGU-20 ASR, con auto sampler SIL-30AC Nexera X2, horno para columna CTO-20 AC
Prominence, detector de arreglo de diodos SPD-M30A Nexera X2, moédulo de
comunicacion CBM-20A, Shimadzu value unit. Como detector se empled un
espectrometro de masa triple cuadruplo ién trap LC-MS-8050 Shimadzu Liquid

Chromatograph Mass Spectrometer.

Las columnas utilizadas fueron; para el caso de la micotoxina TeA una columna de HPLC
Gemini-NX 3u C18 110A, tamafio 150 x 4.60 mm (Phenomenex®, USA) y para las otras
micotoxinas (AOH, AME, TEN, ATX, ALTP), una columna HPLC Hyperclone 3u BDS

C18 130A, tamafio 150 x 3.20 mm, (Phenomenex®, USA).

El sistema de elucién estuvo compuesto por dos bombas; bomba a (fase acuosa) y bomba

b (fase orgénica), programadas de la siguiente manera:

Cuadro 4. Programa de elucién del HPLC para AOH, AME, TEN, ATX-ll y TeA

Parametro AOH, AME, TEN, ATX-1I TeA

Bomba A Acetonitrilo/2-propanol/agua Formiato de amonio
17.5/17.5/65 v/v/v 5mM pH 9.0

Bomba B Metanol puro Metanol puro

Velocidad de flujo (mL/min) 0.2 0.5

Vol. de inyeccién (uL) 10 10

Temperatura columna (°C) 30 40
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Para el gradiente de composicién de la fase movil, se diseflaron dos programas: el

programa 1 para las micotoxinas AME, AOH, ATX-I, ATX-II, TEN, ALTP y el programa

2 solamente para el TeA.

Cuadro 5. Gradiente de elucién de fase mévil para AOH, AME, ATX I, ATX Il, TEN y ALTP

Tiempo (min) Médulo Porcentaje (%)
03:00 Bomba B 0

22:00 Bomba B 100

23:00 Bomba B 100

25:00 Bomba B 0

30:00 Alto

Cuadro 6. Gradiente de elucién de fase mévil para TeA

Tiempo (min) Médulo Porcentaje (%)
03:00 Bomba B 5

08:00 Bomba B 100

10:00 Bomba B 100

12:00 Bomba B 5

23:00 Bomba B 5

23:00 Alto

El tiempo de anlisis en el equipo fue de 30 minutos para el programa 1 y de 23 minutos

para el programa 2, por muestra. Para realizar los lavados se utilizé una mezcla

agua/metanol 50:50 (v:v).

La deteccion de los analitos fue llevada a cabo por un analizador de masa de triple

cuadrupolo (MS/MS) en el modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Las condiciones
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operacionales del detector fueron las siguientes: fuente de ionizacion ESI en modo
negativo, la velocidad de flujo de gas de calentamiento 10 L/min, la velocidad de flujo del
gas de nebulizacién 3 mL/min, el caudal de gas de secado 10 L/min. La temperatura del
bloque de calentamiento 400°C, la temperatura de la linea de desolvatacién 250°C, la
temperatura de la interfase 300°C, tension del capilar 4 kV, presion del gas de disociacién

inducida por colision CID, 270 kPA.

El software utilizado para la adquisicion de datos y procesado de los espectros obtenidos

del equipo LC-MS/MS, fue LabSolutions (Shimadzu Kyoto, Jap6n).

3.5. Hipétesis

H1= no existen diferencias significativas entre los niveles de las ATs: AOH, AME y TeA

encontrados en muestras de tomates en las fincas bajo estudio.

H2= no existen diferencias significativas entre los niveles de ATs: AOH, AME y TeA

encontrados en las pastas de tomates de las marcas analizadas.

H3=no existe correlacion entre los niveles de ATs: AOH, AME y TeA detectados en las

muestras analizadas.
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3.6. Tratamiento estadistico de los datos

Para el anilisis estaditico se realizé la prueba Kruskal-Wallis para determinar la existencia
0 no de diferencias significativas en el contenido de las micotoxinas TeA, AME, AOH,
entre las fincas bajo estudio y las marcas de pasta de tomate. Se aplicé esta prueba, debido
a que los datos analizados no cumplian los supuestos de normalidad y de homogenidad de
varianzas necesarios para poder aplicar una prueba ANOVA. Para ello fue necesario
inicialmente someter los datos a las pruebas Shapiro Wilks (normalidad) y Levene
(homogenidad de varianzas). En los casos en que existian diferencias significativas se
emple6 la prueba Tukey HSD, para determinar cuéles tratamientos eran diferentes con un

nivel de significancia del 95%.

Para esta investigacién se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), dadas las
condiciones homogéneas de las unidades experimentales en el laboratorio.
El modelo matematico de este disefio tiene la forma:

Respuesta = Constante + Efecto Tratamiento + Error

Por lo tanto el modelo empleado sera el Modelo Aditivo Lineal (MAL)
Y; i—H +5 4+ E ij
Donde:

p =es la media global,
T; =es el efecto del i-ésimo tratamiento (finca/marca)
Ejj =es el error atribuible a la medicién

Yij=corresponde al nivel de Micotoxina (AOH, AME o TeA) en las muestras de tomate
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Las muestras fueron agrupadas por finca productora y las pastas de tomate por marca bajo
estudio; ya que el principal objetivo de este estudio es detectar la prevalencia de muestras
contaminadas con especies del genero Alternaria spp., en las dos etapas estudiadas

(campo y producto procesado).

Adicionalmente, se realizaron pruebas de correlacion en forma independiente de los
valores de las concentraciones entre las micotoxinas encontradas en las muestras
analizadas, para lo cual se utilizo el coeficiente de correlacién de Pearson. El programa

estadistico utilizardo fue R Studio 3.4.

3.7. Actividades

[

. Realizar muestreo en tres fincas productoras de tomate en la provincia de Chiriqui.

2. Obtener muestras de pastas de tomate de produccién nacional, de establecimientos

comerciales en el distrito de David, provincia de Chiriqui.

3. Realizar pre-tratamiento y almacenamiento de las muestras de tomate y salsas de

tomate en el laboratorio.

4. Realizar preparacion de la muestra (extraccion, limpieza, concentracion, filtracion)

para su anélisis cromatografico.
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- Realizar andlisis cromatogréfico para determinar niveles de ATs en las muestras de

tomate y pastas de tomate utilizando un método de LC-MS/MS.

. Tabular datos y realizar célculos de la concentracién de ATs en ug/kg.

. Analizar estadisticamente los resultados.

- Redactar informe final de investigacién.



4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Preparacion de muestra

Las muestras de frutos de tomate utilizadas en este estudio fueron recolectadas al azar en
tres fincas del Distrito de Tierras altas, Provincia de Chiriqui, durante el mes de enero de
2018. Las muestras de pasta de tomate se obtuvieron como producto a la venta en
supermercados de la localidad. Las muestras recolectadas fueron sometidas al proceso de
preparacion de muestra; el cual consistia en el uso de técnicas de extraccién mediante
mezcla de solventes organicos, bafio ultrasénico, centrifugacion y concentracién en
rotavapor. Posteriormente, las muestras fueron purificadas mediante extraccion en fase
solida SPE y analizadas en su contenido de micotoxinas de Alternaria mediante

LC-MS/MS.

Los métodos analiticos basados en cromatografia, tal como el que se aplicé en esta
investigacion, requieren de solventes de extraccion para liberar la micotoxina de la matriz
de la muestra y subsecuentemente limpieza del extracto para reducir los efectos de la
matriz. Vinueza, Martin & Garcia (2009); Da Motta & Soares (2000); Solfrizzo, De
Girolamo, Vitti, & Visconti (2004); Scott & Kanhere (2001), han reportado el uso de
diversas combinaciones de solventes orgénicos para la extraccién de ATs, dependiendo de
las propiedades fisicoquimicas de las micotoxinas de interés; sin embargo para la
aplicacion de la etapa de extraccion, las muestras de tomate y pasta de tomate utilizadas en
este estudio, fueron tratadas siguiendo los protocolos desarrollados en el Laboratorio de
Quimica Analitica de Alimentos de la Universidad Técnica de Munich, y descritos por

Gotthardt et al. (2019), los cuales se obtuvieron mediante pruebas preliminares utilizando
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diferentes proporciones de acetonitrilo, metanol y agua, asi como la adicién de diferentes
cantidades de 4cido formico con el fin de optimizar la extraccién de las micotoxinas en
este tipo de matrices y los cuales han reportado buenas tasas de recuperacion para todos

los analitos.

4.2. Extraccion y purificaciéon

Se pes6 en un tubo de centrifuga de 15 mL, un gramo de muestra macerada y
homogenizada. En el caso de las muestras de pasta de tomate, debido a que se encuentran
mas concentradas, fue necesario realizar la dilucién de la misma (300 mg/700 puL de
agua) antes de realizar el proceso de extraccién. Las micotoxinas fueron extraidas con una

mezcla metanol/acetonitrilo/agua (10:45:45 v/v/v) pH 3.5.

En muestras que contienen un alto contenido de agua, como lo son los tomates (superior al
90%), Tolgyesi et al. (2015) indican que la extraccién con solventes inmiscible en agua no
es conveniente a menos que se realicen extracciones en forma repetitiva (p.1519). Por tal
razén, en esta investigacién, la extraccion se realizdé con una mezcla de agua con
disolventes orgénicos miscibles en ésta, tales como el metanol y acetonitrilo (solubilidad

en agua 100% m/m).

Los extractos fueron sometidos a procesos de homogenizacién en vortex para facilitar la

superficie de contacto entre la muestra y la mezcla extractora, de tal manera que se lograra



55

extraer la mayor cantidad de analitos posible. Asi mismo la muestra fue sometida a
sonicacion para desgasificar y reducir posibles interferencias dentro del sistema HPLC.
Posteriormente se centrifugé para decantar el extracto. Los extractos se concentraron

mediante rotavapor hasta obtener la mitad del volumen inicial.

Para lograr una mayor purificacion y el enriquecimiento del analito, los extractos fueron
sometidos a extraccion en fase sélida SPE. A pesar que existen en la actualidad una gran
cantidad de materiales sorbentes, el mds utilizado en fase reversa, son los cartuchos con
C18 (octadecilsilano); con los cuales se logra una retencién adecuada y suficiente de los
analitos de interés. Adicionalmente, estudios preliminares realizados por Gothardt et al.
(2019) demostraron, que las columnas de fase sélida fueron las que presentaron un mejor
desempefio para la purificacion simultdnea de las ATs. Otra ventaja de éstos cartuchos es
de acuerdo a Tolgyesi et al. (2012), la adsorcién selectiva de componentes bésicos de la

matriz a pH 4cido mediante interaccion idnica.

Las condiciones de lavado y elucion fueron cuidadosamente realizadas y consistieron en la
adicion de un total de 6 mL de metanol y 6 mL de agua pH 5.5, los cuales permitieron la
activacién y acondicionamiento de los cartuchos de SPE. La adicién de acido férmico,
para acidificar el agua, mejoré la extraccion de las perileno quinonas. La activacién es el
primer paso en SPE, en ¢l se utiliza un solvente orgénico que permite humidificar la fase

estacionaria; por su parte en el acondicionamiento, la fase estacionaria de SPE se
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acondiciona con el mismo solvente de la matriz, asi, con matrices acuosas el solvente es

agua.

Esta segunda etapa de acondicionamiento permite mejorar la interaccion entre el analito y
la fase estacionaria; se logra con ésto ademds, eliminar cualquier solvente organico
residual, asegurando que los componentes de interés sean retenidos en la parte superior de

la columna o cartucho.

Seguidamente se adicion6 la muestra para la extraccién en fase sélida; en esta etapa de
retencion, se dan las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase estacionaria,
quedando retenidas las que muestran afinidad por el adsorbente de SPE. El caudal de la
muestra fue controlado mediante el uso de una bomba de vacio. Posteriormente, se lavd
con 6 mL de agua pura (VWR. BDH Chemicals, France), lo que permiti6 la eliminacién
de compuestos matriciales que pudiesen causar interferencia, eliminindolos del
adsorbente de SPE hasta que sélo las ATs quedaran atrapadas. Esto debido a que el C18,
al retener compuestos hidrofobicos puede con un lavado de agua, eliminar contaminantes,

mientras que los compuestos de interés no son eluidos del adsorbente.

La elucién de la muestra se realizo6 con 6 mL de MeOH puro y 9 mL de una mezcla
MeOH+NH4OH 2%; con lo cual se obtuvieron eluatos limpios para todos los compuestos
de estudio. La realizacién cuidadosa del método de limpieza es esencial para la efectividad

del método analitico.
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Finalmente, la muestra purificada fue nuevamente concentrada en rotavapor, hasta
sequedad; reconstituida con una mezcla metanol/agua (1:1 v/v), filtrada mediante

microfiltros (0.22 pm) y almacenada en viales hasta su analisis en LC-MS/MS.

4.3.  Calibracién y cuantificacién mediante el Ensayo de Dilucién de Is6topos
Estables (SIDA)

Un desafio que presenta el andlisis de ATs es de acuerdo con Asam et al. (2009) el hecho
que la Alternaria spp., tenga la capacidad de infestar una gran variedad de sustratos; lo
que amplia el rango de muestras analiticas que requieren diferentes procesos de
preparaciones de muestras y validacion de métodos por separado. Rychlik (2012), propone
el uso de is6topos estables como estandares internos, ya que es una herramienta util, que
ayuda a reducir tanto las pérdidas de analitos durante la preparacién de la muestra, como

la supresion de iones en la interfaz ESI del instrumento LC-MS/MS.

El SIDA es reconocido como un método analitico primario; éste implica la adicién de un
estandar interno etiquetado isotopicamente, a la nuestra. “El estdndar interno puede
afiadirse antes de la preparacion de la muestra o antes de la medida” (Rubinson &
Rubinson, 2001, p.113). Los patrones internos deben ser sustancias muy similares a los
analitos buscados en cuanto a su estructura molecular, pero diferente, respecto al peso

molecular.
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De acuerdo con Skoog, Holler & Nieman (2001): “usualmente el marcaje implica la
preparacion de un estdndar al que se han incorporado uno o mds dtomos de deuterio,
carbono 13 o de nitrégeno 15. Se supone que durante el andlisis las moléculas marcadas

se comportan de la misma forma que las no marcadas” (p.572).

Este método SIDA ha sido utilizado con éxito en el analisis de ATs por Asam et al. (2009,
2011), Liu & Rychlik (2013) y Lohrey et al. (2013); en muestras alimenticias complejas.
Tolgyesi et al. (2015), identifica a las pastas de tomate como las muestras mas complejas,
debido a los aditivos y conservantes presentes en ellas y a la posibilidad de encontrar
componentes coeluyentes de la matriz, los cuales podrian tener efectos sobre la intensidad
de la sefial de los analitos, reduciendo la precision y exactitud (p.1519). En estos estudios
no se encontraron efectos adversos en la sensibilidad, ni en la separacion en cromatografia
liquida al utilizar el método SIDA, mientras que aquellas muestras en las que se llevaron a
cabo procedimientos de derivatizacion presentaron problemas serios de interferencia en el

analisis por LC-MS/MS.

Los método de calibracién por adicién de estindar (como los marcados isotépicamente)
se pueden usar para minimizar errores causados por el efecto de supresién iénica; ya que
de acuerdo con Christian (2009), una dificultad que se encuentra a menudo en los métodos
espectrométricos es la supresion (o a veces intensificacién) de la sefial original por la
matriz de la muestra. En la calibracién por adicién de estandar, el estindar se agrega a la

muestra, por lo que serd sometido a los mismos efectos de la matriz que el analito. La
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medici6n de la relacion de sefiales de analito y estandar interno cancela las interferencias

(p.533).

Antes de utilizar un estandar interno, es necesario una calibracion, tanto para el estindar
como para el analito (Rubinson & Rubinson, 2001, p.113). Skoog et al. (2001), sefialan
que se pueden obtener resultados més precisos cuando se afiade una cantidad fija de un

patrén interno tanto a las muestras analiticas como a los patrones de calibracion.

En nuestro ensayo, se afiadieron100 pL de cada estandar interno marcados con is6topos
estables de [*Hs]-AOH, [*Hy-AME y [“C¢"N]-TeA a las muestras antes de su
preparacion. Cabe sefialar que estos estandares internos marcados isétopicamente fueron
afladidos Unicamente a las muestras de tomate y pasta de tomate que en el analisis
cualitativo preliminar resultaron positivos para la presencia de las micotoxinas AOH,

AME y TeA.

Asam et al. (2009) han encontrado que la relacion entre la sefial del analito (A) y la del
estandar (S) no es en general lineal, por lo que la determinacién de un rango lineal de
trabajo se debe llevar a cabo utilizando una funcién de respuesta. Por lo tanto, se llevo a
cabo la calibracion mediante la determinacién del factor de respuesta (RF) entre el
relacién molar n(S)/n(A) y la relacién de 4reas de los picos A(A)/A(S) obtenidas del

analisis espectrométrico.
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En nuestros andlisis de las micotoxinas AOH, AME y TeA las funciones de respuestas

fueron las siguientes:

Cuadro 7. Funciones de respuesta para cada micotoxina analizada

AOH AME TeA

y =0.0826x + 0.0024 y =0.6455x+0.0206 y = -0.0052x%+1.996x+0.0588

Donde x=A(A)/A(S) , y=n(A)/n(S)

En las Figuras 2 y 3, se observan las calibraciones previamente realizadas para las
micotoxinas AOH, AME y TeA,; en ellas se representan la relacién entre la intensidad de
la sefial de las especies del analito y de los patrones internos en funcién de la

concentracion de analito.

Las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias, y especialmente, los potenciales de
ionizacién son muy parecidas o estan muy cerca de las del analito que aparece en forma
natural, pero es posible la distincion entre el analito y el patrén interno por el peso

molecular mas elevado (debido a la incorporacién de is6topos).
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44.

Gradiente de separacién de AOH, AME, ATX-I-II, TEN, ALTP y TeA

Se program6 un gradiente binario para la separacion de AOH, AME, ATX I, ATX II, TEN
y ALTP, con una tasa de flujo de 0.2 mL/min de la siguiente manera: 0-3 minutos 0%B, el
gradiente fue elevado linealmente hasta 100% B, finalizando a los 23 minutos y desde 25
a 30 minutos 0% B. Mientras que para TeA el gradiente programado con una tasa de flujo
de 0.5 mL/min fue de 0-3 minutos 5%B, seguido desde los 8 a 10 minutos 100% B y

desde los 12-23 minutos regresé a 5%B. En las figuras 4 y 5 se muestran los graficos de
estos gradientes de separacién cromatografica.
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64

La separacion de las micotoxinas AME, AOH, ATX-I, ATX-II, TEN, ALTP, se obtuvo
bajo las condiciones de gradiente antes descritas durante 30 min y para TeA durante 23
minutos. Fue necesario el desarrollo de dos programas de elucion debido a la diferencia de
polaridad del TeA, con respecto a las otras ATs. Los tiempos de retencion se pueden

observar en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Tiempos de retencion para cada micotoxina de Alternaria

Analito AOH [2Hs]-AOH | AME | [2H4]-AME TEN ATXI | ATXII ALTP TeA [13C6,15N]-
TeA
Tiempo
de
retencién 11.0 11.0 18.0 18.0 12.3 9.4 13:5 935y 8.3 8.3
(min) 9.95

4.5.  Cuantificacién de la micotoxinas por LC-MS/MS

Las micotoxinas estudiadas, fueron separadas por LC en fase reversa y la deteccion de los
analitos fue llevada a cabo utilizando un espectrémetro de masa en tandem con fuente de
ionizacién por Electrospray ESI en modo negativo. El analizador de masas de triple
cuadrupolo (MS/MS) y trampa de iones, se trabajé en modo de MRM (monitoreo de
multiples reacciones), que mide respectivamente iones productos, obtenidos a partir de los
iones progenitores por Disociaciéon Inducida por Colision (CID). Una de las
caracteristicas del cuadrupolo de trampa i6nica es su capacidad para aislar un i6n y

fragmentarlo mediante CID, obteniéndose asi el espectro de fragmentacion 6 espectro

MS/MS.
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Se identific6 y cuantifico6 AOH, AME, TeA, ATX-I, ATX II, TEN y ALTP al comparar
los tiempos de retencion y espectros de masas registrados en el equipo con lo de sus
estandares respectivos e integrando las 4reas de los picos. Producto del escaneo completo
se registraron los espectros de iones para AOH, AME vy sus estandares deuterados; asi

como para el TeA y su estandar isotépicamente marcado.

La confirmacién espectral de los picos obtenidos de las ATs consistié en la verificacion de
las transiciones especificas, seguida de la comprobacién de las abundancias relativas de

cada i6n (Cuadro 9).

La espectrometria de masas (MS) es basicamente una técnica instrumental que produce,
separa y detecta iones, para medir la masa de los iones y su abundancia en la fase gaseosa,
seglin su relacién masa/carga (m/z). En el caso de la espectrometria de masas en tdandem
(MS/MS), ésta permite fragmentar una especie de i6n separada por espectrometria de
masa de todas las demas producidas, y transmitir sus fragmentos a otro espectrometro de

masa para continuar su anlisis.

La muestra se introduce a través de la fuente, se separa, se hace pasar por una abertura
hacia una cdmara en donde un fragmento dado se rompe atn mas y después se analiza en
un segundo espectrometro de masas. Cualquier i6n inicial se llama el i6n original (i6n
padre), los iones fragmentados que pasan al segundo espectrémetro de masas se llaman

iones producto (Rubinson & Rubinson, 2000, p.396).
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La molécula se fragmenta mediante diferentes mecanismos; los fragmentos de la ruptura
ayudan a corroborar la identidad de la molécula. Una vez obtenida la fragmentacién del
AOH, AME y TeA se verificaron las transiciones de masa de los cuantificadores y los
calificadores de los analitos. En el Cuadro 9, se puede observar los respectivos iones

precursores con sus iones productos para cada ATs y estdndar marcado is6topicamente.

El equipo utilizado cuenta con un analizador de masa de triple cuadrupolo (MS/MS), éste
se trata de una configuracion de tres cuadrupolos situados de forma secuencial, de tal
manera que el primero y ultimo (Q1 y Q3) actiian como cuadrupolos normales, mientras
que el segundo tiene unas caracteristicas especiales y se denomina celda de colisién. En
esta celda se introduce una pequefia cantidad de gas (He, Ar), de forma que los iones que
entran, colisionan con los mismos fragmenténdose. Los iones formados pasan al Q3 para
finalmente ser analizados. Asi, mientras que la celda de colisién no se utiliza como filtro
de masas, los cuadrupolos Q1 y Q3 si funcionan como tales y pueden trabajar en modo

SIM o SCAN de forma independiente.

La combinacién de Q1 y Q3 permite trabajar en cuatro modos diferentes: Multiple
Reaction Monitoring (MRM), Neutral Lost Scan (NLS), Precursor Ion Scan (PIS), Product
Ion Scan. El seleccionado para este estudio fue MRM, en el cual los dos cuadrupolos
trabajan en modo SIM (se fijan las condiciones para que s6lo pase un i6n con una
determinada m/z). Con este modo se detectan de forma especifica cada uno de los

compuestos que nos interesan eligiendo correctamente el ién en Q1 y en Q3.
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Cuadro 9. Transiciones iénicas MS/MS -Pardmetros espectrales fijados para el anilisis de ATs en el
espectrometro de masa

P 16n :)‘:/ezcursor 16n ::;:iuct Q1 I;:';; Bias CE[V] Q3 FE:';; Bias ret:i:gz:‘o[:'ein]

AOH 257.30 215.05 14 24 13 11.0
212.10 14 29 15

[*H,]-AOH 261.30 219.05 14 24 13 11.0
216.10 14 29 15

AME 271.30 256.20 20 23 25 18.0
228.20 19 30 13

[*H,)-AME 275.30 260.20 20 23 25 18.0
232.20 19 30 13

TEN 413.30 141.05 15.0 23.0 23.0 123
271.30 15.0 17.0 17.0

ATXI 351.20 297.20 25.0 28.0 19.0 9.4
314.20 27.0 32.0 21.0
315.20 25.0 18.0 20.0

ATX I 349.40 313.25 16.9 25.0 12.0 135
331.30 20.0 15.0 20.0
285.30 16.0 36.0 18.0

ALTP 349.30 261.25 18.0 28.0 15.0 9.35and 9.95
303.00 18.0 19.0 18.0
331.20 19.0 13:0 23.0
233.05 18.0 41.0 23.0
313.05 19.0 23.0 19.0
285.0 19.0 28.0 17.0

TeA 196.30 139.00 14 22 11 8.3
112.05 22 26 20

[Cs*N]-TeA 203.25 142.00 14 22 11 8.3
113:05 22 26 20
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Los resultados proporcionados por el equipo LC-MS/MS fueron analizados en el
ordenador mediante el software LabSolution de Shimadzu. Para analizar los resultados se
consideré hacer las correcciones de las 4reas de integracién de los picos, se compararon
los tiempos de retencion de los picos, con los tiempos de retencién de los estandares
internos y de la calibracién; se deben considerar la forma de los picos, que sean definidos
(tener cuidado con el ruido), que el 4rea de integracion de los picos estuviese bien
realizados (base a base) y que existiese coherencia o concordancia entre el ién precursor y

los iones producto.

4.6.  Calibracién y Validacién del método

Tanto el protocolo de preparacién de muestra como el método LC-MS/MS empleado
fueron validados por Gotthardt et al. (2019) siguiendo la metodologia de Vogelgesang &

Hadrich (1998).

Cuadro 10. Valores de LOD, LOQ y porcentajes de recuperacién del método LC-MS/MS para AOH, AME y
TeA

Analio LOD LOQ Recuperacion [%]

[ne/kg] [ne/kg]
spiking level 1 spiking level 2 spiking level 3

AOH 0.07 0.20 102+ 8 103+ 6 107 £2
AME 0.02 0.06 104+ 6 108 + 7 110+3
TeA 0.45 1.4 114+ 8 109 + 2 104 + 3

De acuerdo a la calibracién realizada, el limite de deteccion LOD, el limite de
cuantificacién LOQ de este anélisis de ATs, asi como los porcentajes de recuperacién se

muestran en el Cuadro 10.
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Para la determinacién de los limites de deteccién (LODs) y de cuantificacién (LOQs) del
AOH, AME y TeA se enriquecieron las matrices en blanco en cuatro niveles diferentes,
respectivamente [AOH (0,15, 0,6, 1,0 y 1,5 pg/kg), AME (0.015, 0.06, 0.1 y 0.15 pg/kg),
TeA (1.5, 6.0, 10 y 15 pg/kg)], cada nivel fue preparado por triplicado y la preparacion de
la muestra se realizé como se describié anteriormente; las muestras fueron analizadas por
LC-MS/MS. Para obtener un blanco de matriz de tomate, se utilizaron tomates frescos y
sanos. Los tomates enteros se hicieron puré y se analizaron por LC-MS/MS para

confirmar la ausencia de micotoxinas de Alternaria.

En cuanto a las recuperaciones para cada micotoxina se determinaron enriqueciendo el
puré de tomate con: AOH (0.6, 1.0, y 1.5 pg/kg), AME (0.06, 0.1 y 0.15 pg/kg) y TeA
(50, 100 y 200 pg/kg). Cada nivel fue preparado por triplicado. Las muestras fueron
preparadas como se describi6 anteriormente y analizadas por LC-MS/MS. El contenido de
toxinas en las muestras se calcularon utilizando SIDA y la recuperacion se calculé para

cada toxina de la siguiente manera:

R = cantidad encontrada [pg / kg] / cantidad enriquecida [pg / kg].
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4.7.  Incidencia natural de micotoxinas de Alfernaria en tomates y pastas de
tomate en Panama

Con base en el anélisis de los datos proporcionados por el equipo, se calcularon los niveles
en pug/Kg de las micotoxinas AME, AOH y TeA. De las diez muestras de tomate
provenientes de las tres fincas bajo estudio, sélo en una de ellas (Finca 2, F2M3) se
detecto la presencia del acido tenuazdnico; sin embargo, en todas las muestras de tomate

se encontraron niveles detectables de las micotoxinas AOH y AME.

No se detecté presencia de otras micotoxinas de Alternaria en las muestras de tomate bajo
estudio. En el Cuadro 11, se presentan los resultados del analisis cualitativo de las

micotoxinas de Alternaria detectadas en las muestras estudiadas.

Cuadro 11. Presencia micotoxinas de Alternaria en muestras de tomate

Muestra AOH ALTP ATX | TEN ATX 1l AME TeA

Finca
FIM1 + LoQ LoQ - - + -
1 F1M2 + - LoD - - + -
F1M3 + - - - - + -
F2M1 + - - - - + -
Finca F2M2 + 2 - % = + -
2 F2M3 + - . . - + +
Finca F3m1 + . . . . + -
3 F3M2 + . . - . + -
F3M3 + - - - - + -
Testigo T1 + £ - - _ + -

El AOH, AME y TeA, fueron las toxinas de Alternaria predominantes en las pastas de

tomate estudiadas; se encontré que el 100% (10/10) de las muestras de pastas de tomate,
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presentaban niveles detectables de las micotoxinas AOH, TeA y AME. Tres de las replicas
de la marca (PA) y las cinco replicas de la marca (PB) presentaron niveles de tentoxina
(TEN) por debajo del limite de deteccion (LOD 0.07 pg/kg). Al respecto, Delgado,
Gomez-Cordovés, & Scott (1996) sefialan que el TeA, es la principal toxina en tomates
deteriorados, y que las otras micotoxinas de Alternaria, se producen en cantidades mucho

mads pequeiias (p. 109).

Cuadro 12. Presencia de micotoxinas de Alternaria en muestras de pasta de tomate

Muestra AOH ALTP ATX | TEN ATXIl  AME TeA
M PAl + - - - - + +
: PA2 ¥ . s LoD . + +
C PA3 + - - - - + +
A PA4 + - - LOD - - +
1 PAS5 + - - LOD - + +
M PB1 + - - LOD > + +
A PB2 + - ; LOD . + +
z PB3 + " s LOD ) + ¥
A PB4 + - - LOD - * +
2 PB5 + - - LOD - + +

Los niveles de AOH encontrados en las muestras de tomate bajo estudio (Cuadro 13)
oscilaron entre 0.58-5.33 pg/Kg, mientras que para AME fueron de 0.29-3.96 pg/Kg y
para el TeA la Ginica muestra que present6 contaminacion, tenia una concentracién de
10.07 pg/Kg. Cabe sefialar que la finca que presentd los niveles mas altos de

contaminacion por micotoxinas fue la Finca 1.
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Cuadro 13. Niveles en pg/kg de micotoxinas de Alternaria en muestras de tomate

Muestras AOH [ug/kg] AME [pg/kg] TeA [ug/ke]
F1M1 2.17 3.96 ms
F1M2 5.33 1.96 .
F1M3 2.47 1.25 ---
Media 3.32 2.39
F2M1 1.23 0.60 -—
F2M2 1.35 0.68 -
F2m3 0.83 0.47 10.07
Media 1.14 0.87 10.07
F3M1 2.57 1.83 S
F3M2 0.78 0.49 -
F3M3 0.58 0.29 -
Media 1.31 0.87

T1 0.73 0.30 —

En cuanto a los niveles de micotoxinas encontrados en muestras de pastas de tomate, el
Cuadro 14 muestra que para el AOH los valores oscilaron entre 1.77 - 8.12 pg/Kg y para
el AME en un rango de 0.74 - 7.03 pg/Kg. En términos de concentracion, la micotoxina
que se encontr6 en mayor concentracion en las pastas de tomate fue el TeA cuyos niveles

se encontraron en un rango de 29.19 a 37.99 pg/Kg.

Los niveles mas altos del AOH y TeA fueron encontrados en la marca PB, con un valor
medio de 5.34 pg/Kg y 36.64 ug/Kg respectivamente; mientras que los niveles medios de
AME fueron similares en ambas marcas 3.0 ng/Kg para la marca PA y 2.9 pg/Kg para la

marca PB.
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Muestras AOH ngf] AME [ug_/lg] TeA [ug/kg]
PA1 8.12 7.03 33.18
PA2 1.77 0.78 29.46
PA3 4.85 2.23 29.19
PA4 4.15 1.83 31.66
PAS 5.55 3.19 31,57

Media 4.88 3.01 31.01
PB1 4.63 2.03 37.58
PB2 7.3 551 36.25
PB3 7.93 4.03 37.99
PB4 2.25 0.74 36.61
PB5 4.76 2.29 34.79

Media 5.34 2.92 36.44

Estos resultados coinciden con los reportados en Suiza por Noser et al. (2011), quienes

evaluaron tomates y productos a base de tomate, encontrando que la micotoxina TeA se

encontraba en mayor concentracién (hasta 790 ng/Kg) en las muestras. Igualmente, los

frutos de tomates fueron las tnicas muestras donde no se detecté TeA. Por su parte,

Stinson et al. (1981), reportaron también en su investigacion con tomates, que las

micotoxinas AOH, AME y ALT se encontraban en niveles mucho més bajos que el TeA

(13,9 mg/kg), o estaban ausente.
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En América del Sur, Terminiello et al. (2006), encontr6 que 39/80 muestras de puré de
tomate argentino contenian uno o dos de las micotoxinas TeA, AOH o AME, lo que

sugiere una co-existencia frecuente de estas micotoxinas en muestras de esta naturaleza.

Al comparar los valores encontrados en esta investigacion con los de otros estudios,
podrian considerarse bajos; ya que en Alemania por ejemplo se han encontrado
concentraciones de TeA de hasta 520 pg/kg y AOH en hasta 13 pg/kg en tomates y
productos de tomate (Chemisches und Veterindruntersuchungsamt Sigmaringen and
Umweltschutz 2005, 2006; Niedersichsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit LAVES 2007).

Al hacer una comparacién en los niveles o contenidos de las micotoxinas AME y AOH en
las muestras de tomate estudiadas, se puede observar en el grafico de caja bigotes (F igura
6), que no hay diferencia significativa en los contenidos de AOH y AME entre la Finca 2,
3 y el testigo. La Finca 1 mostré diferencias significativas con respecto a las otras fincas

para las dos micotoxinas contrastadas.
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ig. 6. Comparacién de los niveles en ug/kg de AOH y AME en fincas de tomate

Al realizar la prueba de normalidad Shapiro Wilk, para contrastar la H, que los datos
seguian una distribuciéon normal; se obtuvo un valor p=0.0007032<0.05; lo que nos indica

que los valores no siguen una distribucién normal.
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Fig. 7. Prueba de Normalidad para AOH en tomates
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Por otro lado, al realizar la prueba de Levene, para homogenidad de varianzas y contrastar
la Ho: 02i=62j; se obtuvo un valor (Pr>F) 0.1448 que muestra que existe homogeneidad

entre las varianzas de la muestras de las Fincas 1, 2, 3 y testigo.

De igual manera, se realizé la prueba de normalidad para la micotoxina AME en muestras
de tomate y dado que el valor p<0.05 (p=0.0009237) se rechaza la H,, por lo que los datos

no siguen una distribucién normal. Sin embargo, existe homogenidad en las varianzas

(Pr=0.2993 >F).
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Fig. 8. Prueba de Normalidad para AME en tomates



77

Dado que los valores no cumplen con el requisito de normalidad de los datos, no es
posible realizar la prueba de ANOVA; por lo que se hizo necesario realizar el andlisis no
paramétrico de Kruskal Wallis, para el establecimiento o no, de diferencias significativas

en el contenido de AME y AOH entre las fincas. Al contrastar la hipétesis:

Ho: pl=p2=p3=p0

Para el caso de la micotoxina AOH se obtuvo un valor Pr(>F)<0.05 (Pr=0.01142); lo que
indica que existen diferencias significativa en el contenido de AOH entre las tres fincas y

el testigo.

El resultado obtenido de la prueba de Kruskal Wallis es producto de la mayor
concentracién de AOH encontrada en la Finca 1; lo cual fue comprobado mediante la
prueba de Tuckey HSD que muestra que las concentraciones de AOH son

estadisticamente similares para las fincas 2 y 3

Cuadro 15. Prueba Tukey para comparacién de multiples medias para AOH en muestras de tomate

Finca Difer lwr upr p adj

1-0 4,3183333 -0.07454915 85 7112158 0.0549223
2-0 0.3642857 -3.94943925 4.6780107 0.9949458
3-0 0.5800000 -3.81288248 4.9728825 0.9813705
21 -3.9540476 -6.94729248 -0.9608028 0.0077734
31 ~3. 1888333 -6.84457033 -0.6320963 0.0155738
3-2 0..215 7123 =2« (1793058 3.2089591 0.9968372




78

Para la micotoxina AME se obtuvo un valor Pr=0.01716<0.05, lo que demuestra que
existen diferencias en el contenido de esta micotoxina entre las tres fincas y el testigo. La

prueba de Tuckey HSD, muestra nuevamente las diferencias con respecto a la Finca 1.

Cuadro 16. Prueba de Tukey para comparacién de mutliples medias para AME en muestras de tomate

Finca Diff lwr upr p adj

1-0 2.0916667 -0.140837 4.32417030 0.0706346
2-0 0.2700000 ~1.922275 2.46227505 0.9847592
3-0 0.5716667 -1.660837 2.80417030 0.8845850
21 -1.8216667 -3.342861 -0.30047186 0.0161287
3-1 =1..5200000 -3.098618 0.05861846 0.0613496
3-2 0.3016667 =1:,219528 1.82286148 0.9414641

Los datos de las pastas de tomate fueron sometidos a pruebas de normalidad y

homogenidad de varianzas para las micotoxinas AOH, AME y TeA.

Para la micotoxina AOH segin los resultados de la prueba de Shapiro Wilks
(p=6.71x107<0.05) los datos no siguen una distribucion normal; mientras que de acuerdo
con la prueba de Levene (Pr=0.8738>0.05) si cumplen con el criterio de homogeneidad de

varianzas.
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Fig. 9. Prueba de Normalidad para AOH en pastas de tomate

Para la micotoxina AME la prueba de Shapiro Wilks (p=5.528¢”<0.05) muestra que los
datos no siguen una distribucion normal; pero si cumplen con la homogeneidad de

varianzas de acuerdo con la prueba de Levene (Pr=0.8775>0.05).
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Fig. 10. Prueba de Normalidad para AME en pastas de tomate
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Finalmente, para la micotoxina TeA, las pruebas Shapiro Wilks (p=0.6416>0.05) y
Levene (Pr=0.7681>0.05), muestran respectivamente que los datos siguen una distribucién

normal y existe homogeneidad entre las varianzas de la muestras de las marcas A y B.
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Fig. 11. Prueba de Normalidad para TeAen pastas de tomate

El analisis de Kruskal Wallis realizado a las muestras de pasta de tomate, demuestra que
no existen diferencias significativa (P>0.05) en el contenido de las micotoxinas AOH
(p=0.3643) y AME (p=0.5967) entre las marcas de pasta de tomate A y B. Sin embargo
para el caso de la micotoxina TeA, si se encontré diferencias significativas en el contenido

de ésta entre las marcas A y B de pasta de tomate, dado el valor p=0.0001562<0.05.

En los graficos de cajas y bigotes podemos observar que existe una distribucién similar en
los contenidos de las micotoxinas AME y AOH entre ambas marcas de pastas de tomate;

sin embargo para la micotoxinas TeA, la marca B presentan un mayor contenido.
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Fig. 12. Comparacién de los niveles en ug/kg de AOH, AME y TeA entre dos marcas de pasta de tomate

Con respecto a la coexistencia de las micotoxinas de Alternaria (AME; AOH y TeA) en
las muestras analizadas; el AME y AOH aparecen simultaneamente en todas las muestras
de tomate y pastas de tomate analizadas; las Fig. 13 y Fig. 14, muestran las correlaciones
altamente significativa con respecto a la concentracion entre ambas toxinas (r=0.95,

P<0.01) en tomates y (r=0.95, P<0.01) en pastas de tomate.
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Fig. 14. Prueba de correlacién entre las micotoxinas AOH y AME en pastas de tomate

La existencia simultanea de ATs en productos alimenticios ha sido reportada
anteriormente por Zhao, Shao, Yang, Li, Zhu (2015b), quienes encontraron la produccién
de estas toxinas en granos de trigo en China, con una correlacién también significativa. El
AME y TeA, y el AOH y AME aparecieron juntos en el 97.2% y 91.2% de las muestras

respectivamente; las regresiones lineales demostraron una relacién significativas entre la
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concentracion de las toxinas AOH y AME (r=0.877); TeA y AME (r=0.757), TEN y TeA

(r=0.747) todas a un nivel de significancia de P <0.01.

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio sobre la incidencia de
toxinas de Alternaria spp., en productos alimenticios en Panama; por lo que los datos
expuestos en esta investigacion constituyen una primera aproximacién en materia de

micotoxinas emergentes en el pais.



CONCLUSIONES
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. El método de Ensayo de Dilucién de Isétopos estables SIDA, combinado con
LC-MS/MS demostré ser un método sensible, selectivo y especifico para detectar
la presencia de micotoxinas de Alternaria en las dos matrices alimenticias

empleadas.

La extraccién en fase sélida SPE en combinacién con la cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tindem permiti6 la determinacién de niveles trazas de

micotoxinas con mayor sensibilidad.

La presencia de diversos tipos de micotoxinas de Alfernaria en las muestras de
pasta de tomate analizadas, indica que la contaminacién por hongos del género
Alternaria spp., es latente por lo que se requiere profundizar en su monitoreo para

asegurar una mayor inocuidad alimentaria.

Los resultados encontrados muestran que las micotoxinas provenientes de la
contaminacién por hongos de Alfernaria spp., en los tomates panamefios,

permanecen hasta en los productos industrializados.

Los niveles de Alternariol, Alternariol monometil éter y écido tenuazénico
encontrados en las muestras de tomate y pastas de tomate, pueden ser
considerados bajos o moderados; si se les compara con valores reportados en otros

estudios similares en Europa, Asiay Sur América.
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6. Existe una prevalencia de las micotoxinas de Alternaria, AME, AOH y TeA en las
muestras de pastas de tomate panamefios, analizadas. Aun cuando estos niveles no
representan un riesgo relevante para la salud de los consumidores, la presencia de
estas micotoxinas en las muestras analizadas, sugiere la necesidad de una

supervision més amplia de los productos alimenticios presentes en el mercado.

7. En este estudio se encontré una alta correlaciéon entre las micotoxinas AME y
AOH, similar a las reportadas en otros estudios en tomates y productos a base de

tomate.

8. El método aplicado dio lugar a bajos LODs, LOQs y buenos porcentajes de
recuperacion para todos los analitos, lo que confirma la precisién y robustez del

meétodo.



RECOMENDACIONES
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Son necesarios mas estudios sobre la existencia de micotoxinas de Alternaria
en productos alimenticios de consumo habitual en el mercado nacional, tales

como frutas, vegetales y cereales.

Se requiere profundizar en los métodos analiticos pero también en las
implicaciones toxicolgicas que pueden causar los niveles encontrados de esta

micotoxina en la poblacién.

Es necesario mejorar los programas de control de calidad en los alimentos e
impulsar nuevos estudios de caracterizacion de las toxinas de Alternaria; asi
como establecer valores méaximos permitidos para cada una de estas

micotoxinas en los alimentos.

Se recomienda el desarrollo de investigaciones periddicas que permitan

monitorear la presencia de micotoxinas a lo largo del tiempo.

Se recomienda la realizacion de esta investigacion también durante la estacién
lluviosa cuando los valores de humedad varian, para establecer el efecto de las

condiciones atmosféricas sobre la produccién de micotoxinas.
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