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VALIDACION DE UN METODO PARA LA DETERMINACION DE PATULINA
EN JUGOS Y PURES DE FRUTAS POR HPLC
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RESUMEN

Se validé el método de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC) para la
determinacién de patulina en jugo de manzana por cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) con detector ultravioleta a 275 nm y una columna RP18, para jugo de manzana y
puré de frutas. Se emple6 como fase mévil una mezcla al 10 % acetonitrilo-agua con una
velocidad de flujo de 2,7 mL/min. La patulina presenté un tiempo de retencion de
14,8 + 0,3 min. La ecuacion de regresion fue Y = 1952,5X + 1673,5 y el coeficiente de
correlacion lineal de 0,9991. Se obtuvo un recobrado medio del 82,51 % y un coeficiente
de variacion del 3,33 % para los niveles de contaminacién ensayados. La repetibilidad de
una muestra contaminada con 33 pg/L de patulina fue de 3,12 pg/L. Se establecio para
los jugos el limite de deteccién en 1,72 ug/L y el de cuantificacion en 5,2 ug/L. Los purés
de frutas fueron previamente diluidos y centrifugados, proponiéndose para el mango una
purificacién adicional por columna. Fue disefiado un control de calidad interno para el
procesamiento de las muestras.

DeCS: PATULINA; CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION; ANALISIS
DE REGRESION.

La patulina es una micotoxina produ-
cida como metabolito secundario por un
gran nimero de hongos de los géneros
Penicillium y Aspergillus, entre los que se
encuentra incluido el P. expansum. Se le
confiere alta toxicidad para células de plan-
tas y animales. Presenta caracter
hepatot6xico, nefrotéxico e inmunotéxico.
Aunque su carcinogenicidad no ha sido de-
mostrada, los expertos proponen continuar

los estudios en animales de experimenta-
cion en especies de no roedores.

La patulina puede detectarse en fru-
tas, hortalizas, cereales enmohecidos y
piensos, no obstante, no puede excluirse la
presencia de esta micotoxina en las frutas
aparentemente sanas. El grado de conta-
minacién esta relacionado con el grado de
podredumbre y la patulina apenas se ex-
tiende fuera de los tejidos alterados; por
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consiguiente, la exposiciéon humana no es
posible sino a partir de frutas elaboradas. '

Estudios realizados en diferentes pai-
ses indican una moderada a alta incidencia
de patulina, particularmente en productos
de manzana, aunque los niveles de conta-
minacién son generalmente bajos. Ocasio-
nalmente, altas concentraciones de patulina
se han encontrado, alcanzando 1 000 pg/L o
mas. Varios paises han establecido un limi-
te regulatorio de 50 pg/L, valor que reco-
mienda la Organizacién Mundial de la Sa-
Iud.

Varios métodos analiticos han sido
publicados entre los que se encuentran la
cromatografia de capa delgada®> con reve-
lado de color, la cromatografia de gases
con agentes derivatizantes y mas reciente-
mente la cromatografia liquida de alta pre-
siéon (HPLC) con detector UV o arreglo de
diodo.%’

El objetivo de este trabajo fue estable-
cer y validar un método de andlisis de
patulina en jugos y compotas de manzanas
por HPLC con deteccién ultravioleta.

METODOS

Se realiz6 la validacién del método
oficial de la Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) para la deter-
minacién de patulina en jugo de manzana
por HPLC,® segtn los principios del Codex.

Este método es aplicado para la de-
teccion y cuantificacién de patulina en jugo
de manzana y fue extrapolado a otras ma-
trices como puré de peras y mango. La
patulina fue extraida con acetato de etilo y
purificada por particion en una solucién
de carbonato de sodio. La muestra extrai-
da se secd con sulfato de sodio anhidro.

Después de evaporar el acetato de etilo,
la patulina se redisolvi6 en 300 pL de fase
mévil (10 % acetonitrilo-agua). Para la

identificacion y cuantificacién se inyecta-
ron 20 pL de extracto en un cromatdgrafo
liquido de alta presiéon Knauer, con una
bomba isocratica de doble pistén acoplado
a un detector Shidmazu UV-visible mode-
lo SPD-6AV y un integrador Shidmazu
modelo C R6A Chromatopac. Se emple6
una columna cromatografica de 25 cm x 4 mm,
rellena con Spherisol C18 de 100 A° y 5 g de
tamaio de particula. La columna se alma-
cend con el 80 % de acetonitrilo agua
bidestilada. Se trabaj6 con el flujo de la
fase movil en 2,7 mL/min. Se establecid
lalongitud de onda del detector UV a275 nm y
la sensibilidad a 0,04 unidades de
absorbancia en la escala completa.

Para verificar la linealidad de la res-
puesta del detector UV con respecto a la
concentraciéon de patulina, se construyd una
curva de calibracion con 4 puntos por tri-
plicado a partir de una solucién interme-
dia de 8,26 pg/mL en frascos volumétricos
de 10 mL con las concentraciones siguien-
tes: 0,248; 0,496; 1,24y 2,478 ug/mL. La
determinacion de la concentracién del pa-
trén de patulina para la construccion de la
curva fue realizada segin procedimiento de
la AOAC.8

Para ensayar el método se emplearon
muestras de 1 kg de jugo de manzana y de
puré de mango, las cuales son representa-
tivas de otras frutas como pera, melocotén
y fruta bomba en cuanto a las interferencias
presentes. Las muestras se dividieronen 5 por-
ciones, una porcién fue utilizada como blan-
co muestra y las restantes fueron contami-
nadas con 33; 103,16; 51, 63 y 21,16 ug/L.
La primera porcién contaminada se utiliz6
para los estudios de repetibilidad y el resto
para conocer la exactitud del método. Cada
porcién de ensayo fue subdividida en mues-
tras de 5 mL cada una. Se estableci6 el
limite de deteccién como la cantidad que
equivale a 3 veces la desviaciéon causada
por el ruido de fondo de una muestra de
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jugo de manzana sin contaminar y el de
cuantificacién como 3 veces el limite de
deteccion del método y se implant6 un sis-
tema de control interno de la calidad.

Los resultados fueron sometidos a tra-
tamientos estadisticos. Se realiz6 una prue-
ba de Student para determinar los limites
superiores e inferiores de la pendiente de
la curva de calibracién, y una prueba de
Duncan con un nivel de significacién del 5 %,
para determinar si existian diferencias sig-
nificativas entre los valores de recobrado
obtenidos para los 3 niveles de contamina-
cién empleados en los estudios de exacti-
tud.

RESULTADOS

La figura 1 presenta la curva de cali-
bracién y la ecuacién de regresion que re-
laciona las areas promedio de cada pico
calculadas por integracion electrénica y la
cantidad de patulina en el intervalo de 4,96 a
49,6 ng, con un coeficiente de regresion
lineal de 0,9991. Los limites superior e
inferior de la pendiente fueron de 2 085 a 1 820
respectivamente, con una varianza de 41,66.
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FIG. 1. Curva de calibracidn.

Bajo las condiciones descritas en este
articulo, 24,8 ng de patulina producen la se-
fial, con un tiempo de retencién de 14,8 +
+ 0,3 min (fig. 2).

En la figura 3 se presenta un croma-
tograma de una muestra de jugo de manza-
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FIG. 2. Cromatograma de un patron de 24,8 ng de patulina.
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FIG. 3. Cromatograma de una muestra de jugo de manzana con-
taminada con 3 Lg/L.

1min)

11,66
14.23

na contaminada con 33 pg/L, donde se ob-
serva una buena resolucién entre los picos
del hidroximetilfurfural (contaminante na-
tural de las frutas), la patulina y otras
interferencias provenientes de la matriz y
los solventes, con una repetibilidad de
3,12 pg/L y un coeficiente de variacién del
5,33 %.

En la tabla aparecen los recobrados de
las muestras de jugo de manzana contami-
nadas con patulina en recorrido entre 21,16 a
103,26 pg/L. Los valores de recuperacion
media se encontraron entre 81,09y 83,54 %,
con un coeficiente de variaciéon maximo del
3,49 %. Entre las medias de los 3 niveles
de contaminacién, no hubo diferencias sig-
nificativas, estableciéndose un recobrado
medio 82,51 %, una desviacién tipica de
2,74 y un coeficiente de variacién de 3,33 %.

El limite de deteccion y cuantificacién
se establecid en 1,72 y 5,16 pg/L de patuli-
na, respectivamente para los jugos de man-
zana, pera y melocotdn.

Una muestra de jugo de manzana de
25 pg/L de patulina enviada como material
de referencia, para el estudio intercalibra-
cién FAPAS, dio como resultado 25,3 ug/L
de patulina, muy cercano al valor real, lo
cual demuestra la competencia técnica del
método. '

En el procesamiento de las muestras
de puré de mango y pera fue necesario di-
luir con 5 mL de agua y centrifugar a
3 000 r.p.m. durante 15 min para eliminar
los sélidos disueltos y otras interferencias
previo a la extraccion; a pesar de ello, en
el mango continuaron presentes interfe-
rencias asociadas con determinados
pigmentos que impedian una adecuada se-
paracion de los picos, por lo que fue nece-
sario realizar una segunda purificacién de
los extractos mediante cartuchos de 1 g de
silicagel. El extracto se pasé por columna
disuelto en 2 mL de tolueno. La patulina
fue eluida con una mezcla tolueno-acetato
de etilo 70:30. Después de evaporar el sol-
vente, se reconstruyeron las muestras en
600 pL de fase mdvil. Los limites de detec-
cion y cuantificacion establecidos para es-
tos casos fueron de 3,45 y 10,4 pg/L res-
pectivamente.

DISCUSION

El tiempo de retencion de la patulina
se retras6 debido a cambios en la composi-
cion de la fase movil dados por la evapora-
cion del acetonitrilo al ser sometido a la
desgasificacion, lo cual se resolvi6 ajustan-
do la concentracidn de dicha fase.

El método validado muestra mejor
precision que el informado en otro estudio
(8,6 %) que utiliz6 una muestra de jugo de
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TABLA: Recobrados de patulina en jugo de manzana

Niveles de contaminacion

Parametros 103,26 pglL 51,63 pg/L 21,16 pg/L
Valor medio (ug/L) 85,71 42,81 17,16
Porcentaje de

recuperacion 83,04 82,91 81,09
DE 1,96 2,89 1,78
CV (%) 2,36 3,49 2,19

manzana contaminada con 30 pg/L de
patulina, determinada por HPLC con de-
tector de arreglo de diodo.®

Dicho método presentd porcentajes de
recuperacion similares a los informados por
otros autores,>*5 que incluyen la cromato-
grafia en capa fina. Recuperaciones entre 90 y
101 % aparecen en la literatura, pero con
coeficientes de variacion mas elevados.®!

El limite de cuantificacion es similar
al del método oficial suizo' y estd por de-
bajo del método oficial francés' que utiliza
en la purificacién columnas de silicagel.

En las muestras contaminadas de ju-
g0s y purés que permanecieron un tiempo
mayor de 2 min en contacto con la solucion
de carbonato de sodio, se presentaron reco-
brados con valores entre 50 y 60 %. Otras

pérdidas fueron observadas cuando la eva-
poracién del solvente llegaba a sequedad
en un evaporador rotatorio, siendo méas con-
veniente una segunda etapa de secado bajo
corriente de nitrégeno. Estas 2 afectacio-
nes en el recobrado se establecieron como
los puntos criticos de control del método.
Para determinar patulina en jugos y
puré de frutas, el método descrito es rapi-
do, simple, sensible, confiable y adecuado.
Se recomienda que para procesar 10 muestras
de jugo o puré se realice en paralelo 1
blanco y 2 duplicados de una muestra con-
taminada con un nivel de 50 pg/L de
patulina, cuyos recobrados deben encontrar-
se entre 79 y 85 % con un coeficiente de
variaciénentre los duplicados menor del 5 %.

SUMMARY

The method used by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC) for the determination of patulin
in apple juice by high pressure liquid chromatography (HPLC) with an ultraviolet detector at 275 nm and a RP18
column for apple juice and fruit puree was validated. 10 % acetonitrile-water mixture with a flow velocity of
2.7 mL/min. was used as a mobile phase. Patulin presented a time of retention of 14.8 + 0.3 min. The
regression equation was Y = 1952.5X + 1673.5 and the coefficient of lineal correlation was 0.9991. It was
obtained a mean recovery of 82.51 % and a variation coefficient of 3.33 % for the tested contamination levels.
The repeatability of a contaminated sample with 33 pg/L of patulin was 3.12 pg/L. A limit of detection
of 1.72 pg/L and a limit of quantification of 5.2 pg/L were established for juices. The fruit purees were
previously diluted and centrifuged. An additional purification per column was proposed for mango. An internal
quality control was designed for processing samples.

Subject headings: PATULIN; CHROMATOGRAPHY, HIGH PRESSURE LIQUID; REGRESSION ANALYSIS.
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