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RESUMEN

La alta incidencia de cancer gastrico en Costa Rica, la prevalencia de Pteridium
aquilinum en las zonas de pastoreo del ganado bovino y la alta ingesta de leche, que
podria estar contaminada con la biotoxina ptaquilésido, ha alertado a investigadores por
la relacion que existe entre estos factores. Sin embargo, aun hay aspectos que no son
claros y que no se han determinado, como la prevalencia y estabilidad del ptaquilésido
en leche y subproductos lacteos.

La presente investigacion busca encontrar respuestas a muchos de los vacios que
existen en relacion con este tema. Inicialmente, fue necesario determinar el mejor método
de extraccion y cuantificacion de ptaquildsido a partir del helecho y en matrices lacteas,
para lo que se realizd un analisis quimico del contenido de ptaquilésido (PTA) en dos
variedades de helecho P. aquilinum caudatum var caudatum y P. esculentum var.
arachnoideum, mediante la cuantificacion en tallos, frondas y raquis. Se encontraron
cantidades de (21 - 120) mg/kg de PTA, y se concluyd que los raquis poseen mayor
cantidad de esta biotoxina. Por otro lado, fue necesaria la extraccion y purificacion de un
extracto concentrado en PTA mediante cromatografia en columna y se realizo la
validacion del método analitico mediante cromatografia liquida de alta definicion con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), a partir de matrices lacteas como yogurt y
leche, asi como a partir del helecho. Todos los pardmetros evaluados se determinaron
como satisfactorios, garantizando la validez de los resultados.

Paralelamente, se determind la presencia de PTA mediante HPLC-MS en leche
bovina costarricense proveniente de tres fincas ubicadas en la zona de Coto Brus y en el
canton de Zarcero. De acuerdo con los resultados, se encontrd una concentracion de (4 +
1) ng/L de PTA en una de las fincas de Coto Brus y (10 £ 1) pug/L de PTA en la finca de
Zarcero, mientras que en otras de las fincas de Coto Brus no se detecto. Se llevo a cabo
la contaminacion de leche con extracto concentrado de PTA y se evalud el efecto del
procesamiento, como la pasteurizacién y preparacion del yogurt. Se determind que la
pasteurizacién degrada todo el PTA a pterosina B (PTB), y que la cantidad de PTB
presente en la leche pasteurizada se degrada hasta la segunda semana de almacenamiento
en refrigeracion a 8 °C, cuando su consumo ya no es optimo. En cuanto a la preparacion
de yogurt, éste no altera la estabilidad y prevalencia del PTA que se encuentra

originalmente en la leche contaminada, por lo que, un cambio en el pH del medio, cercano
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a 4, no degrada el PTA presente; ademas el PTA se convierte totalmente a PTB después
de la primera semana de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C. Finalmente, los
estudios realizados en quesos tipo blando mostraron que la cantidad de biotoxina en el
queso disminuy6 con el tiempo de almacenamiento; sin embargo, la concentracion de
biotoxina no se ve afectada por la fuerza idnica segun los niveles evaluados, por lo que
es necesario realizar mas estudios para estimar la degradacion del PTA a PTB durante la
preparacion y almacenamiento de los quesos. Por otro lado, los sueros de los quesos con
menor contenido de sal presentaron mayor contenido de biotoxina, lo que podria implicar
una menor prevalencia de la biotoxina en la red proteica del queso.

Los estudios muestran, en general, que el PTA se ha detectado en cantidades
pequefias en leche bovina costarricense y que el consumo de subproductos, como yogurt
y quesos elaborados artesanalmente a partir de leche que pudiera estar contaminada con
PTA sin proceso de pasteurizacion, podria ser un riesgo para la salud humana, debido a

una mayor estabilidad de la biotoxina en el medio.
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CAPITULO 1: JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Estimaciones
realizadas en el 2018 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) revelan que el
cancer causa méas muertes que todas las cardiopatias coronarias y cerebrovasculares.
Ademas, los cambios demogréaficos y epidemioldgicos globales sefialan un incremento de
casos en las proximas décadas, principalmente en paises de ingresos bajos y medios,
debido a distintos habitos de consumo de la poblacion y a cambios climaticos (Ferlay et
al., 2015). Se ha reportado casi un millén de casos de cancer géastrico y méas de 700.000
muertes por afio en todo el mundo, lo cual lo clasifica como la tercera causa de muerte
relacionada con el cancer a nivel mundial (Ferlay et al., 2015).

En Costa Rica el cancer gastrico estd entre los principales padecimientos de los
costarricenses. Los hombres son los mas afectados y los pacientes mayores de 85 afios
son identificados como el grupo etario de mayor incidencia. Ademas, el riesgo de padecer
cancer gastrico en Costa Rica esta determinado primeramente por el lugar de nacimiento,
seguido por el lugar de residencia (Vargas-Chaves, 2016).

Se sabe que el cancer es multifactorial, pero en Costa Rica, desde 1987 se ha
encontrado una importante relacién con la ingesta de leche contaminada con el helecho
Pteridium aquilinum. Costa Rica es uno de los paises con presencia del helecho, lo que
aumenta el riesgo a la exposicion a leche contamina (Villalobos-Salazar et al, 1989). En
la revision realizada por Villalobos (1989), se atribuye esta relacion al elevado contenido
de la biotoxina ptaquilésido (PTA), la cual se presenta en la leche de ganado que ha
ingerido el helecho. Este mismo estudio describe que el consumo de leche, que podria
estar contaminada, durante la infancia y la edad adulta, se asocia con un mayor riesgo de
padecer cancer gastrico. Otros estudios realizados en Japén demuestran también una
importante relacion del helecho con el cancer humano, ya que se establecio la asociacion
entre el aumento del riesgo de cancer de esofago con el consumo directo del helecho
(Kamon et al., 1975; Hirayama., 1979; Gil da Costa et al., 2012). Ademas, la abundancia
de malezas como este helecho, presentes en los potreros, coincide con la prevalencia de
la enfermedad de hematuria enzootica bovina (HEB), a la cual también se le atribuye una
importante relacion con el consumo de leche que podria estar contaminada con la
biotoxina (Villalobos, 1987).



Pteridium spp es una planta que se ha extendido por todo el mundo; la erosion y la
deforestacion facilitan su propagacion y propician el creciente contacto de malezas con
los seres humanos y los animales. Sin embargo, se ha estimado que la cria moderna de
animales y el aumento de leche procesada reducen el riesgo potencial de cancer gastrico
asociado a la presencia de ptaquilésido en la leche (Sanchez & Secaira, 2014).

En otro estudio realizado por Villalobos-Salazar et al. (1989) se determiné que la
biotoxina esta presente en la leche de vaca luego de 54 h después de la ingesta del helecho,
alcanzando el pico de mayor concentracion a las 78 h y disminuyendo en un 50 % a las
115 h. En este estudio también se estima que procesamientos como la pasteurizacion y la
coccidn podrian disminuir los niveles de ptaquildsido en la leche en un 47 % y un 74 %,
respectivamente. No obstante, atin no hay estudios que confirmen estos datos, ya que hay
aspectos que no son claros y que no se han determinado con respecto a la estabilidad del
ptaquilésido en la leche bovina y sus subproductos (Marrero & Calderon, 2012;
Francesco et al., 2011) .

No solo en Costa Rica se ha encontrado relacion entre la presencia de Pteridium
spp en zonas ganaderas Y la incidencia de cancer gastrico. Alonso-Amelot & Avendafio
(2001) realizaron estudios en Venezuela, donde encontraron una mayor concentracion del
metabolito ptaquilésido (PTA) del helecho Pteridium spp en la leche de vacas
provenientes de zonas con pastos invadidos. Especificamente, encontraron una mayor
abundancia de helechos en tres regiones de alta incidencia de cancer gastrico en
comparacidn con otras tres regiones de baja incidencia, que corresponden a zonas de baja
altitud del pais. Segun otro estudio realizado en Ecuador, se encontré residualidad de la
biotoxina en la leche bovina proveniente de ganado con y sin signos aparentes de
Hematuria Enzodtica Bovina en todas las fincas evaluadas y a distintas altitudes
(Calderon et al., 2014).

Casi dos décadas después de las primeras investigaciones realizadas en Costa
Rica, el cancer gastrico sigue siendo una enfermedad de alta incidencia (Vargas-Chaves,
2016). Por esta razén, es necesario realizar estudios que permitan determinar aspectos
como la prevalencia y estabilidad del ptaquilésido en leche y subproductos lacteos,
evaluar el efecto del procesamiento, elaboracion y almacenamiento sobre esta biotoxina
y determinar si el consumo de subproductos elaborados con leche que pudiera estar
contaminada con ptaquilésido, es también un riesgo para la salud humana, con el fin de
actuar y minimizar el impacto que esto pueda ocasionar. En general, se deben tomar

precauciones sobre las graves implicaciones que el ptaquilésido causa a la salud, tanto las



que representa para la produccion pecuaria como las que repercuten sobre la cadena
alimentaria del ser humanao. El control de la inocuidad alimentaria constituye actualmente
una de las mas importantes acciones a realizar, principalmente en las poblaciones méas
vulnerables. Igualmente, se debe controlar la acumulacién de sustancias dafiinas en los
alimentos de mayor consumo como la leche y sus derivados, que puedan tener

implicaciones sanitarias en la salud publica.



CAPITULO 2: OBJETIVOS
2.1.  Objetivo general
2.1.1. Evaluar la estabilidad y prevalencia de la biotoxina ptaquildsido en leche bovina
y subproductos lacteos.
2.2.  Objetivos especificos
2.2.1. Determinar el mejor método de extraccion y cuantificacion de ptaquildsido a
partir del helecho (Pteridium spp.), en la leche bovina y subproductos lacteos.

2.2.2. Estudiar el efecto del procesamiento sobre la estabilidad y prevalencia del

ptaquildsido en leche bovina contaminada y subproductos lacteos.

2.2.3. Establecer la cinética de degradacion de ptaquilésido en leche bovina y

subproductos lacteos almacenados.

A continuacién, se muestra se muestra un esquema grafico del desarrollo de la

investigacion.
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Figura 1. Resumen gréfico del estudio realizado



CAPITULO 3: MARCO TEORICO

3.1.  Naturaleza del Pteridium spp

Pteridium spp es un helecho perteneciente a la familia Pteridaceae, que se
encuentra distribuido alrededor de todo el mundo (Figura 2) y se clasifica como una de
las cinco plantas mas comunes a nivel mundial (Yamada & Kigoshi, 2007; Marrero &
Calderdn, 2012). Ha alcanzado una alta capacidad de supervivencia, ya que, una vez que
coloniza un potrero o area agricola, es muy dificil de erradicar (EI Machich Sociedad de
Produccion Rural, 2000). Sin embargo, abandonar el &rea no siempre es la mejor opcion;
alternativamente, los helechos pueden ser erradicados a partir de control quimico, como
el uso de herbicidas. La adicion de cal (Ca(OH)2), como enmienda agricola para corregir
los problemas de acidez de los suelos es fundamental, ya que, al aumentar el pH del suelo
con la adicidn de cal agricola, se dificulta la sobrevivencia del helecho, a lo que también
contribuyen el control manual o mecanico mediante corte y destroce del helecho (Solano,
2008).

El primer intento por estudiar el helecho fue realizado por Tryon (1941), quien lo
definié con una serie de caracteres morfologicos que incluyen pelo de rizoma,
vellosidades del raquis y superficie inferior de la fronda, entre otras caracteristicas;
ademas, catalog6 al Pteridium como una especie Unica (P. aquilinum), con dos
subespecies (spp. Aquilinum y Caudatum), que contiene 12 variedades. Desde entonces
se han descrito nuevas especies y subespecies, los nuevos reportes han coincidido con las
conclusiones de Tryon (1941), pero se han estandarizado méas objetivamente las
subespecies y variedades, asi como ordenado su homenclatura (Marrs & Watt, 2006). En
la Figura 2 se muestra la clasificacion actual de Pteridium y su distribucién geografica;
la variedad potencial no confirmada refleja especimenes que aparecen muy cerca de la

subespecie, pero que requieren mas investigacion.
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Figura 2. Resumen taxonémico actual de Pteridium spp y su distribucién geogréfica aproximada (Marrs & Watt, 2006).

Desde finales del siglo X1X se han reportado los efectos tdxicos del helecho en el
ganado. Los bovinos que ingieren la planta pueden manifestar un sindrome conocido
como “Envenenamiento por helecho de ganado” y mueren unas pocas semanas 0 meses
después de mostrar los primeros sintomas (Yamada & Kigoshi, 2007). Durante los
estudios realizados al ganado bovino, se descubri6 la carcinogenicidad de los helechos;
los primeros hallazgos de esta posible carcinogenicidad, fueron reportados por
Rosenberger & Heeschen (1960), quienes describieron los cambios en la naturaleza

polipo-tumoral en la mucosa de la vejiga urinaria, junto con hematuria en el ganado que



ingirio el helecho durante un largo periodo (Rosenberger & Heeschen, 1960; Yamada &
Kigoshi, 2007).

Otro dato relevante sobre el helecho es su alta digestibilidad para el ganado. El
53,1 % de la materia seca en el ganado bovino es digerido, por lo que se aumenta el
riesgo de excrecion en leche de la biotoxina, asi como el padecimiento de HEB (Borges
etal., 2013).

El Pteridium puede persistir en una amplia gama de condiciones ambientales y
posee muchas de las cualidades de una planta competitiva, entre estas: la capacidad de
almacenar grandes recursos en rizomas, la alta tasa de crecimiento y el desarrollo de una
capa densa de hojarasca, que generalmente no se ve afectada por el pastoreo ni la
abundancia de insectos y organismos patégenos (Marrs & Watt, 2006). Asi mismo, se
ha estimado que el contenido de ptaquilosido suele ser mas alto al principio de la
temporada de crecimiento del helecho y esta determinado por el patrimonio genético de
los factores externos durante su crecimiento, el clima y las condiciones del suelo
(Rasmussen et al., 2005).

En Japdn, Pteridium se consume como la fronda en desarrollo; en esta etapa la
cantidad de toxinas es sumamente alta; por esta razon, en este pais se ha identificado la
mayor incidencia de tumores gastricos en el mundo posiblemente relacionados con el
Pteridium. También se han determinado niveles altos de cancer gastrico en otras areas
donde hay grandes infestaciones de Pteridium, como en Costa Rica y Gales del Norte.
Igualmente, se ha determinado que algunos de los efectos pueden transmitirse por medio
de la leche o por agua contaminada (Marrs & Watt, 2006).

En cuanto a su composicion, Pteridium puede contener una amplia gama de
compuestos vegetales secundarios (Figura 3), entre estos: sesquiterpenoides, glucosidos
cianogénicos, taninos y acidos fendlicos, los cuales le dan ventaja en cuanto al aumento
de su resistencia. Por otro lado, también se han identificado compuestos como
ptaquil6sido, pterosinas, potel6sidos y pterianosidos, entre otros (Marrs & Watt, 2006).
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Figura 3. Compuestos quimicos identificados en Pteridium spp

Quimica del ptaquildsido (PTA)

El ptaquilésido es un glucésido norsesquiterpénico del tipo illudano, que puede

alcanzar altos niveles en la planta Pteridium. En la década de 1970, se aislé una serie de

sesquiterpenos de tipo indandn, entre ellos la pterosina B, como los constituyentes
caracteristicos del helecho (Marrs & Watt, 2006; Yamada & Kigoshi, 2007).

Un estudio realizado en Australia por Yamada & Kigoshi (2007) determiné que,

en 91 muestras de helechos (Pteridium spp.), la cantidad de ptaquilésido fue de 20 pg/g

a 12945 ug/g de peso seco, mientras que muestras de 25 paises variaron de 0 pg/g a 9976

Mg/g de peso seco; en promedio, la planta posee aproximadamente 1 % de ptaquilésido

en peso seco. Aunque se observé una amplia gama de concentraciones de ptaquilésido a

partir de los resultados de la encuesta australiana y mundial, casi la mitad de todas las

muestras mostraban concentraciones de ptaquildsido de mas de 1000 pg/g de peso seco.



El ptaquilésido es facilmente soluble en agua y bastante soluble en acetato de etilo,
y su relacion de separacion entre agua y acetato de etilo es de aproximadamente 6:1. El
PTA posee una molécula de glucosa unida a su estructura (Figura 4), que incrementa su
polaridad y favorece su solubilidad en agua; ademas, la union se descompone en
soluciones acuosas a temperatura ambiente, a una velocidad que depende del pH de la
soluciéon (Marrs & Watt, 2006). La eliminacion facil de la D-glucosa que presenta el
ptaquilésido se puede dar mediante condiciones alcalinas, considerando racionalmente la
estereostructura (Yamada & Kigoshi, 2007).

HO CHj

HO OH
OH

Figura 4. Estructura quimica del ptaquilésido

Diversos estudios indican que el ptaquilésido en su forma activa actia como un
potente agente alquilante hacia varios nucleodfilos para proporcionar compuestos
aromaticos tales como la pterosina B (Figura 5) (Yamada & Kigoshi, 2007).
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Figura 5. Hidrdlisis del ptaquil6sido, modificada de (Yamada & Kigoshi, 2007)



10

3.3.  Estabilidad del ptaquildsido (PTA)

El PTA es estable en soluciones acuosas en el intervalo de pH de 4-7, durante un
periodo de al menos 24 h; sin embargo, se hidroliza rdpidamente a un pH por debajo de
4. Un estudio realizado por Rasmussen et al. (2005) evalud la estabilidad de extractos de
PTA durante las primeras 24 h; en este estudio, el pH inicial era de 6,1, luego se redujo a
5y se aumento a 7,5 en los extractos almacenados a 25 °C. Se concluyo que la variacion
del pH de los extractos se debio a la fermentacién, ya que la produccion de diferentes
acidos carboxilicos disminuye el pH, a lo que le sigue un aumento en el pH resultante de
la liberacién de proteinas de los compuestos del helecho en descomposicion. Sin
embargo, los extractos que fueron almacenados a 4 °C no presentaron las mismas
variaciones, ya que esta degradacion fue mucho mas lenta que a 25 °C y no se produjo
hasta las primeras 260 h.

En condiciones de temperatura ambiente, el PTA parece ser estable durante 192
h; no obstante, luego empieza la degradacion. A partir de entonces, se ha estimado que la
concentracion de PTA disminuye a una tasa aproximada de 5,25 % por dia, por lo que el
PTA sigue estando presente con una estabilidad significativa en extractos acuosos del
helecho (Rasmussen et al., 2005).

Aunque adn no existen datos sobre la estabilidad del PTA en leche y subproductos
lacteos, se cree que tiene una alta resistencia y estabilidad, por lo que puede representar
un riesgo mayor de exposicion a esta biotoxina.

Se ha identificado el gran riesgo de la absorcién y degradacion del PTA, ya que
puede filtrarse desde el helecho e ingresar a mantos acuiferos y a otros receptores como
arroyos, rios y lagos. Sin embargo, como ya se ha mencionado, en areas en donde el
consumo de leche depende de las vacas que podrian consumir el helecho, es probable que
la leche sea un vector importante de riesgo. Aun asi, la contaminacién por parte del agua
no deja de ser importante, méas ain en zonas no destinadas al ganado lechero. Este puede
ser el caso en areas con muchos pozos de superficie o acuiferos poco profundos situados
debajo de suelos de arcilla ligeramente acidos. Sin embargo, el contenido de PTA en las
aguas para consumo aun necesita ser medido (Rasmussen et al., 2005).

Un estudio preliminar realizado por Rasmussen et al. (2005) determin6 que el
contenido de PTA en 15 muestras de suelo, muestreadas a profundidad de 90 cm en una
zona con presencia del helecho, fue de (0 — 7) pg/L. Por otro lado, dos muestras de agua

proveniente de pozos donde la superficie estaba rodeada por helechos mostraron
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contenidos de PTA de (30 — 45) pg/L. La transferencia de PTA del helecho al suelo ain
no se comprende por completo, por lo que necesita examinarse detenidamente la
lixiviacion de helechos vivos y muertos (Rasmussen et al., 2003 & Rasmussen et al.,
2005).

Se estima que el principal producto de degradacion del PTA es pterosina B, ya
que en muchos estudios se determina el contenido inicial de ptaquilésido como la suma
de pterosina B mas el contenido de ptaquilésido en la muestra. Sin embargo, se debe
enfatizar que la pterosina B puede originarse a partir de compuestos distintos del
ptaquilésido como, por ejemplo, iso-ptaquilésido, que es igualmente cancerigeno. Por
esta razén, se considera relevante la determinacion de pterosina B como una evaluacion
del potencial carcinogénico del helecho, ya que la presencia puede indicar la existencia
previa del ptaquildsido. Por otro lado, se ha reportado que la cantidad de pterosina B en
las frondas de helechos puede alcanzar cantidades de hasta 2100 pg/L (Holm, Schmidt,
& Sheffield, 2013).

Rasmussen (2005) no solo realizo los estudios mencionados anteriormente, sino
que también evaluo el contenido de PTA en las esporas del helecho, con lo que descubrio
que, si toda la pterosina B se origina a partir de ptaquilésido, entonces el contenido
original de ptaquil6sido de las esporas varia de 7,5 pg/L a 28,5 ug/L. Igualmente, se
estimé que el contenido de ptaquil6sido pudo haber sido mayor en las esporas frescas que
en la maduras, ya que algunas pueden degradarse durante el almacenamiento. Este
hallazgo puede explicar la toxicidad de las esporas de helecho en ratones de laboratorio
y lineas celulares humanas (Holm et al., 2013).

3.4. Hematuria Enzooética Bovina (HEB)

Estudios coinciden en que la ingesta de Pteridium spp por parte de los animales
de granja puede provocar Hematuria Enzodtica Bovina (HEB), la cual se ha identificado
como una enfermedad mortal y crénica, que produce neoplasias malignas en la vejiga
urinaria (Miesner, M. D. 2009; Latorre et al., 2009; Fletcher et al, 2011; Marrero &
Calderon, 2012). De igual forma, se han identificado casos de HEB en varios paises del
mundo, siendo afectados varios paises de Latinoamérica que abarcan regiones ganaderas
con geografia montafiosa, por lo que la HEB se asocia frecuentemente a selvas tropicales

de América del Sur y Centroamérica (Alonso-Amelot et al, 2002; Riet-Correa et al, 2009).
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La HEB es la forma mas leve de la toxicosis del helecho, ya que la ingestion de
grandes cantidades del helecho resulta en toxicosis aguda que se presenta como una
hemorragia sistémica aguda, fiebre, pancitopenia por coagulopatia trombocitopénica y
supresion de médula ésea. Una vez que el animal esta infectado, se puede diagnosticar a
partir de examen rectal y ecografia, los cuales pueden revelar una pared de la vejiga
engrosada y/o masas intratumorales que sobresalen en la luz. La intoxicacién crénica y
HEB puede manifestarse en forma intermitente como signo clinico, o puede resultar en
animales asintomaticos al inicio de la intoxicacion. Por esta razon, se han buscado
alternativas para la deteccion temprana, como la determinaciéon de sangre oculta en la
orina (Miesner, 2009).

En Venezuela, Bolivia y Costa Rica se han presentado muchos casos de esta
enfermedad. En Venezuela se sefiala que la incidencia de HEB disminuye drasticamente
en las fincas de los llanos y planicies, ya que la presencia del helecho es mayor en las
zonas montariosas productoras de ganado (Marrero et al., 2012).

En la region de Bolivia se presentaron coincidentemente dos formas clinicas:
Hematuria Enzodtica Bovina y Carcinoma de las porciones superiores del tracto
digestivo, lo que reafirmo6 la gravedad del caso (Latorre et al., 2009). Ademas, las
encuestas toxicoepidemioldgicas realizadas a los ganaderos en Bolivia muestran una tasa
de incidencia entre 7,8 %y 10,6 % (Marrero et al., 2012).

En Costa Rica se ha identificado una alta incidencia de HEB, por medio de
investigaciones que han logrado visualizar la relacion existente entre las zonas de pastos
invadidas por el helecho, la existencia de HEB vy la distribucion de cancer gastrico en

humanos (Marrero et al., 2012).

3.5.  Carcinogenicidad del ptaquilésido

3.5.1. Mecanismo de accion

De acuerdo con Virgilio et al. (2015), los estudios epidemioldgicos revelaron que
el consumo de helechos esta positivamente correlacionado con el cancer de esdfago en
muchas areas geograficas del mundo y con el cancer gastrico en la poblacion de

agricultores que viven en algunas regiones rurales de Gales y Costa Rica.
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Tal como se indico en el apartado anterior, la reactividad del ptaquilésido es alta,
ya que su capacidad de accién como agente alquilante de nucletfilos le permite reaccionar
con aminoacidos, nucleétidos y nucleosidos, generando alteraciones en el ADN que
Ilevan a mutaciones, genotoxicidad y carcinogenicidad (Yamada & Kigoshi, 2007).

Se ha propuesto que la activacion de ptaquilésido en condiciones alcalinas posee
alto poder mutagénico (Figura 6). En estas condiciones, el ptaquildsido experimenta una
transformacion que implica a la glucosa de la molécula para formar ptaquilosina y luego
una separacion de un grupo hidroxilo para formar un compuesto de illudano-dienona
(APT). APT tiene una mayor capacidad para alquilar ADN que el ptaquil6sido, debido a
su capacidad electrofilica (Alonso-Amelot & Avendafio, 2002). Aunque APT es estable
en condiciones ligeramente alcalinas, se convierte inmediatamente en pterosina B bajo

condiciones ligeramente acidas (Ramwell et al., 2010).

Figura 6. Mecanismo de accion de la APT sobre el ADN
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3.5.2. Estudios clinicos

El cancer gastrico se ha relacionado con la presencia de Helicobacter pylori, una
bacteria que coloniza el estbmago, induciendo una respuesta genotoxica en las células
gastricas (Fukase et al., 2008; Gomes, 2012; Laks et al., 2016). A partir del estudio
realizado por Gomes (2012), se buscé caracterizar la implicacion bioldgica y molecular
de Pteridium spp y su toxina ptaquilésido en el proceso de carcinogénesis gastrica, asi
como evaluar el potencial efecto sinérgico de la infeccion por H. pylori.

Se observd que el tratamiento con extractos de Pteridium spp y la toxina
ptaquilésido disminuy6 la viabilidad celular y promovid la apoptosis en las células
epiteliales gastricas. Ademas, se observo un efecto genotdxico con induccion de roturas
de la cadena de ADN, que se exacerb0 en presencia de infeccion por H. pylori. Por otro
lado, también se demostrd que en las células tratadas se produce una acumulacion del gen
p53, que es una proteina supresora de tumores. Esta proteina se encontré aumentada en
presencia de una cepa virulenta de H. pylori. La contribucion del ptaquil6sido a esta
actividad genotoxica fue apoyada por la desregulacion de otros genes implicados en la
regulacién del ciclo celular y la reparacion del ADN (Gomes, 2012).

Ademas, utilizando un modelo de ratones expuestos a Pteridium aquilinum, se
detectaron alteraciones histomorfoldgicas con el aumento de la proliferacion celular y la
induccién de mutaciones en el gen p53. Sin embargo, un tratamiento cronico
concomitante con Pteridium aquilinum e infeccion por H. pylori, no produjo diferencias
significativas en la expresion del gen p53. Por otro lado, se indujo un patrén
glicofenotipico alterado en la mucosa gastrica de ratones mediante un tratamiento con
Pteridium aquilinum en presencia de infeccién por H. pylori, y se encontré que varias
glicosiltransferasas involucradas en la biosintesis de antigenos simples de las mucinas y
antigenos, presentaron una expresion alterada en la ausencia o presencia de H. pylori,
respectivamente (Gomes, 2012).

Otro estudio muestra que el ptaquilésido muestra efectos genotoxicos hacia las
células humanas de forma dependiente de la dosis. Los resultados muestran un dafio
considerable en el ADN, que se alcanza en un maximo de 30 min; este dafio luego
disminuy6 progresivamente a los 40 min y 50 min, pero no disminuyo al nivel de control
dentro del intervalo de tiempo estudiado. Teniendo en cuenta que el ptaquilésido causa

aductos de ADN, este retraso puede deberse a las rupturas producidas durante la
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reparacion de la escision de nucle6tidos, un proceso que toma mas tiempo en las células
en reposo. A partir de este estudio se concluye que el ptaquilésido no es sélo un agente
de alquilacién de ADN, sino que expresa su genotoxicidad a traveés de multiples
mecanismos, incluyendo la clastogénesis, la anegénesis y el mecanismo subyacente a la
induccion del andlisis del intercambio de cromatidas hermanas, que aln continda en
estudio (Gil et al., 2012).

En un ensayo de mutagenicidad en cepas de Salmonella typhimurium, se encontrd
que ptaquilosido extraido del helecho con metanol era mutagénico para ambas cepas, en
ausencia de un sistema externo de activacion metabolica (Gil et al., 2012). La actividad
mutagénica del ptaquilésido sélo se detectd después de la incubacion del extracto de
metanol en condiciones alcalinas (> pH 7), y se reporté que representé mas del 50 % de
la actividad mutagénica observada en helechos. Igualmente, se observé una mayor
mutagenicidad a niveles de pH mas altos y se encontrd que la activacion del ptaquilésido
en un compuesto mutagénico de accion directa se producia muy rapidamente a pH 12; sin
embargo, también se produjo a una velocidad mas lenta a un pH fisioldgico de 7,4
(Ramwell et al., 2010).

Diversos estudios coinciden con los datos de estudios epidemiolégicos y de
estudios en animales in vivo, apoyando ademas la hipdtesis de que el ptaquil6sido puede
representar una amenaza significativa para la salud humana como potencial carcindgeno,

debido a sus compuestos derivados.

3.6. Residualidad del ptaquil6sido en la leche

La leche y los productos lacteos se consumen en cantidades significativas en
varias regiones del mundo. La subpoblacion de lactantes y nifios pequefios consumen
mayores cantidades de leche que los adultos, por lo que la leche y los productos lacteos
pueden representar la fuente mas importante de nutrientes en la dieta de ciertas partes de
la poblacion. Por esta razon, la inocuidad de este alimento debe tener un control estricto,
ya que cualquier contaminante puede representar un riesgo para la salud humana (Fischer
etal., 2011).

El ptaquilésido se ha identificado en la leche producida por vacas que han
consumido helechos, lo cual se relaciona con infestacion por helechos en zonas
productoras de leche y con la incidencia de cancer géstrico, principalmente en

poblaciones dedicadas a la ganaderia en Costa Rica y otros paises (Sanchez & Secaira,
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2014). EIl ptaquilésido se deposita en la leche en forma de una dienona intermedia
formada a partir de la pérdida de la glucosa y formacion de un anillo ciclopropilo en
estado alcalino (Calderon et al., 2014). Los residuos de ptaquilosido en la leche pueden
representar una via de exposicion del ser humano a la biotoxina, especialmente en las
poblaciones que consumen leche directamente de vacas que han consumido helechos, por
lo que resulta de gran importancia realizar investigaciones que permitan evaluar el riesgo
potencial sobre la salud humana (Calderén et al., 2014).

El ptaquildsido se ha detectado también en leche de cabras; asimismo, se puede
asumir que cuanto mayor sea la altura del terreno donde los animales estan pastoreando,
se puede encontrar mayor residualidad de PTA en la leche (Virgilio et al., 2015). Ademas,
se han detectado dosis més elevadas en la leche de cabra que en leche de oveja de las
mismas manadas mixtas y en el mismo periodo estacional. Muy probablemente, esto es
porque las cabras, mas que las ovejas, tienden a consumir las hojas jovenes y mordisquear
los brotes, y en estas se encuentran mayores cantidades de ptaquildsido (Virgilio et al.,
2015).

Se ha establecido que el ptaquil6sido se deposita en la leche de manera variable;
se han reportado tasas de deposicion entre el 1 %y el 11 % del ptaquilésido ingerido, que
corresponden a aproximadamente a 0,1 mg/L y 22,0 mg/L, respectivamente (Fischer et
al., 2011). Lo anterior coincide con lo reportado en la revisién de Yamada & Kigoshi
(2007), en la cual, a partir de un método analitico para la determinacion del contenido de
ptaquil6sido en leche, se obtuvieron cantidades minimas de 0,11 mg/L de PTA en la leche.
Asi como también se reporta que el ptaquilésido se deposita en la leche a una
concentracion de (8,6 + 1,2) % de la cantidad de helecho ingerida por la vaca, que fue
linealmente dependiente de la dosis (Yamada & Kigoshi, 2007).

Con base en los datos anteriores, y suponiendo que una persona ingiere
aproximadamente 0,5 L de leche diariamente, se podria estimar que una persona ingeriria
aproximadamente 10 mg de ptaquilésido por dia, la cual es una cantidad bastante alta
cuando se habla de una biotoxina (Alonso-Amelot, Perez-Mena, Calcagno, & Jaimes-
Espinoza, 1992; Yamada & Kigoshi, 2007).

Alonso-Amelot & Avendarfio (2001) detallan en su publicacién datos importantes
sobre estimaciones de consumo del helecho y la cantidad de ptaquilésido que el ganado
puede ingerir. Se supone que, en zonas donde existe gran cantidad de este helecho,
durante cuatro dias a la semana, un 10 % del forraje total consumido (2,4 kg/dia) por el

ganado bovino, corresponde a estos helechos; ademas, se parte del hecho de que 1 kg de
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frondas frescas de helechos podria contener 130 mg de ptaquil6sido. Esto resulta en que,
durante los 4 dias de consumo estimado, el animal podria haber consumido 1250 mg de
ptaquilosido, del cual aproximadamente el 8 % (100 mg) se habria excretado en la leche.
Aunado a esto, si se asume que el ganado podria producir 42 L por semana durante la
temporada lluviosa y, considerdndose una reduccion en la produccion del 30 %, la
cantidad de ptaquilésido excretada en la leche seria de 2,4 mg por litro de leche (Alonso-
Amelot & Avendario, 2001).

A traveés de diversos estudios se ha encontrado gran variabilidad en la cantidad de
ptaquildsido en las frondas de helecho, hasta 2500 mg de ptaquilésido por kilogramo de
helecho, lo que significaria un méximo de 45 mg de esta biotoxina por litro de leche. La
porcion de este material que se descompondra en pterosina B por las condiciones acidas
que prevalecen en el estdmago humano no se conoce, pero se presume que una fraccién
significativa se convertira primero en ptaquilésido activado e inducira lesiones en el
ADN, que se podrian manifestar como cancer del tracto digestivo superior (Alonso-
Amelot & Avendafio, 2001). También se han reportado datos en los rizomas subterraneos
de helechos, donde el PTA se encuentra entre 5 pg/g y 7050 pg/g, exhibiendo
concentraciones pico en el otofio, mientras que el contenido de PTA en las raices se
encuentra en un rango de (5 - 230) ug/g (Rasmussen et al., 2005).

3.7. Leche cruda en Costa Rica

La leche es uno de los alimentos de mayor importancia a nivel mundial por su
gran aporte nutricional; por lo tanto, requiere de un estricto control de calidad.
Igualmente, por la gran demanda global de este alimento, es relevante conservar su
calidad e inocuidad con el fin de mantener la salud publica (Reyes et al., 2011; FAO
2015).

Ademas de la leche que se comercializa y procesa formalmente, existe un sector
artesanal o informal y un sector de autoconsumo. En el sector informal se comercializa
leche cruda, que se produce y vende sin control sanitario, sin supervision estatal y casi
sin control por falta de organizacion (Ministerio de Agricultura y Ganaderia , 2007).

Procesos como la pasteurizacion han disminuido los riesgos de consumo de leche
contaminada; sin embargo, aun existe una parte importante de la poblacién que consume
leche sin pasteurizar y los subproductos de ésta, como quesos, natilla y cuajada. Dentro

de la poblacion que mayoritariamente consume leche cruda se ha identificado a los
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mismos productores de leche y habitantes de zonas rurales, que disfrutan de la venta de
leche y subproductos en ferias o que les son vendidos a domicilio (Zumbado-Gutiérrez &
Romero-Zuhiga, 2015).

Se considera que solo en la seccion occidental del pais, un 40 % de la leche aun
se comercializa en el mercado informal, que corresponde aproximadamente a 404 fincas,
y casi todo se comercializa en forma de quesos no pasteurizados (un 32,5 %) o con un
bajo nivel tecnologico de procesamiento (Ministerio de Agricultura y Ganaderia , 2007).
En cuanto a la venta de leche cruda, se estima que representa el 5 % del total y se
comercializa entre vecinos de forma local; por otro lado, solo el 2,5 % de la natilla
producida se vende informalmente (Ministerio de Agricultura y Ganaderia , 2007).

Asi mismo, se estima que el sector de autoconsumo representa al menos el 10 %
de la produccion de leche fresca que no ingresa a los canales de comercializacion, sino
que se consume en las mismas fincas, muchas veces de forma poco tecnificada y con bajo
control sanitario (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2006).

Es importante recordar que, ademas del riesgo de contaminacion por
microorganismos, la leche puede ser contaminada por cualquier sustancia quimica o
bioldgica que, al ser consumida por el animal, pueda depositarse 0 metabolizarse en la
leche y en la carne, con efectos nocivos para el consumidor (FAO 2012).

También es importante asumir mayor control sobre estos sectores de
comercializacion y procesamiento de la leche, ya que el riesgo de sufrir alguna
enfermedad de transmision alimentaria (ETA) se ha incrementado notablemente durante
los ultimos 30 afios. Igualmente, el microbiota de la poblacion ha ido cambiando; por
ejemplo, el sector ganadero ha ido creciendo y aun existe un deficiente control sobre las
buenas practicas para la manipulacion de alimentos (Zumbado-Gutiérrez & Romero-
Zufiiga, 2015). Actualmente, casi un cuarto de la poblacion tiene un alto riesgo de padecer
alguna enfermedad por esta causa, consecuentemente, la prevencion de enfermedades de
transmision alimentaria sigue siendo un importante problema de salud publica (Zumbado-

Gutiérrez & Romero-Zufiiga, 2015).
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CAPITULO 4: PROYECTO DE INVESTIGACION

4.1.  Apoyo del proyecto de investigacion

El origen de este estudio surgid a partir del proyecto “Epidemiological
investigation of Gastric Malignancies” (ENIGMA), que tiene como fin contribuir a
dilucidar las razones de la variacion geografica en cancer gastrico y predecir la carga
futura de la enfermedad segun la prevalencia de Helicobacter pylori. Este proyecto
también busca proporcionar informacion sobre los cofactores de céncer gastrico
necesarios para llevar a cabo el control de casos y estudios con el fin de confirmar su
papel en la carcinogénesis gastrica. En Costa Rica, la Fundacion Inciensa (FUNIN),
entidad privada sin fines de lucro, promueve y desarrolla la investigacion en salud publica
de clase mundial, y enfatizara en investigaciones a nivel poblacional, estadistica y censos
en dos zonas de alta y baja incidencia de cancer gastrico y establecera la vinculacién con
la presencia del helecho.

Araiz de las investigaciones anteriores, se busca establecer otras ramas de estudio
también vinculadas al tema. La presente investigacion fue inscrita como proyecto en la
Universidad de Costa Rica por la Estacion Experimental de Ganado Lechero Alfredo
Volio Mata de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias de la Universidad de Costa Rica
(UCR), y cont6 con el apoyo del Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas
(CENIBiot), perteneciente al Centro Nacional de Alta Tecnologia, por medio de Becas
CeNAT que buscan apoyar a los estudiantes y responder a la necesidad que tienen las
universidades publicas de brindar acceso a los alumnos a instalaciones de alta tecnologia,

como laboratorios y equipos especializados.

4.2. Localizacién

La recoleccion del helecho Pteridium spp. se realizé en zonas de Cartago y Zona
de los Santos, y la recoleccion y acondicionamiento de las muestras de leche fue efectuada
en la Estacion Experimental de Ganado Lechero Alfredo Volio Mata de la Facultad de
Ciencias Agroalimentarias de la UCR, ubicada en Ochomogo, Cartago. Igualmente, la
elaboracion de subproductos lacteos (yogurt y queso) y extraccion del ptaquilésido fue
efectuada el Centro Nacional de Innovaciones Biotecnologicas (CENIBiot), ubicado en
Pavas, San José.
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CAPITULO 5: ESTANDARIZACION E IMPLEMENTACION DE UN
PROTOCOLO DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PTAQUILOSIDO
A PARTIR DEL HELECHO (PTERIDIUM SPP.), EN LECHE BOVINAY
SUBPRODUCTOS LACTEOS

RESUMEN: En diferentes regiones alrededor del mundo, se ha reportado la presencia de helechos del
género Pteridium spp, que tiene un alto contenido de norsesquiterpeno ptaquilésido, compuesto que se ha
identificado a través de diversos estudios como altamente toxico. Esto ha afectado negativamente la crianza
animal vacuna y supone un riesgo potencial para el humano, por los residuos de este componente tdxico de
la planta en la carne y la leche. El presente estudio busca estandarizar, validar e implementar una
metodologia de extraccién y cuantificacion de la biotoxina ptaquildsido (PTA) en helechos y lacteos de
manera rapida y precisa mediante HPLC-DAD, de forma que permita realizar més estudios sobre la
diversidad de variedades de Pteridium spp, asi como sobre la excrecion de la biotoxina en leche bovina y
su estabilidad en productos lacteos. Se identificé la presencia de ptaquilésido (PTA) y pterosina B (PTB)
en muestras de Pteridium spp, mediante MS/MS, se identificé la presencia de los picos 398 m/z y 218 m/z
[M — Glu] + de PTA, 219 m/z [M + H] +y del fragmento ién dominante de PTB, que se observo a 201 m/z.
La extraccién en agua y posterior purificacion en poliamida y amberlite® resulta ser una metodologia
adecuada para la obtencién de un extracto concentrado de PTA con concentraciones de hasta 4,69 mg/g.
La validacion del método reportd LDD y LDC como 0,03 mg/L y 0,09 mg/L respectivamente, y se estimé
una adecuada linealidad. EI método se evalu6 como repetible y present6 buena recuperacion para muestras
de leche y yogurt, y se evalué la robustez del método tanto en helechos como en leche. En los lacteos, los
parametros para realizar la conversién de PTA a PTB, fueron los mas sensibles.

Palabras clave: Pteridium spp, ptaquilésido, validacién, HPLC-DAD

5.1.Introduccién

El helecho (Pteridium aquilinum) es conocido por ser altamente invasivo en todo
el mundo, pero también se ha destacado su gran toxicidad debida a su composicion
quimica, principalmente relacionada con la presencia de norsesquiterpenos glucosidados,
de los cuales el ptaquilosido (PTA) ha sido el méas estudiado (Aranha et al., 2014).

El PTA es un compuesto inestable en condiciones acuosas, alcalinas, acidas y a
temperatura ambiente, ya que se produce aromatizacién con desglucosilacion de d -(+) -
glucosa para producir compuestos como la pterosina B (PTB) (Rasmussen et al., 2003;
Virgilio et al., 2015; Fletcher et al., 2011 & Alonso-Amelot et al., 1998). Durante este
proceso de degradacion o transformacion, el PTA puede transformarse en una dienona
conjugada inestable si las condiciones iniciales son alcalinas. Esta dienona es conocida

como ptaquilodienona, y se ha demostrado que puede reaccionar con el ADN gracias a
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su fuerte propiedad alquilante (Rasmussen et al., 2005). Debido a esta caracteristica de la
dienona, el PTA se ha caracterizado, a través de diversos estudios, como una via para la
citotoxicidad, genotoxicidad y el desarrollo de tumores en el tracto urinario y
gastrointestinal, tanto en animales que han ingerido el helecho, como en humanos (Gomes
etal., 2012).

Se han identificado al menos cuatro vias de exposicion de la biotoxina en seres
humanos (Figura 7), tales como el consumo de leche y carne contaminada, inhalacion de
esporas del helecho o a partir de la ingesta de agua contaminada (Bonadies et al., 2011;
Fletcher et al., 2011; Jensen et al., 2008). Por otro lado, existe evidencia de que el
ptaquildsido se ha encontrado en la leche, y que la infestacion de helechos podria estar
relacionada con la incidencia de cancer gastrico en poblaciones de agricultores que
habitan en areas de distribucion de ganado en Costa Rica y otros paises (Calderon et al.,
2014).

I

Pteridium aquilinum

Agua

Carne

Esporas

Figura 7. Vias de exposicion del ptaquildsido (PTA) a los seres humano

El ptaquil6sido puede ser extraido y cuantificado directamente a 220 nm 0 214 nm,
sin embargo, es comunmente cuantificado de forma indirecta, mediante la conversion a

pterosina B por tratamiento &cido-base y calentamiento. Esto se da porque la pterosina B
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aumenta la respuesta UV, lo que disminuye el limite de deteccion, ademés de que es
mucho més estable que el ptaquil6sido (Jensen et al., 2008). La determinacion del
contenido de ptaquilésido mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
permite realizar el analisis de muestras en tiempos cortos, con alta sensibilidad y
selectividad (Wren et al., 2006; Rodriguez-Aller et al., 2013). Adicionalmente a la técnica
de cuantificacion, la implementacion y validacion de una metodologia de extraccion que
permita realizar estudios del contenido de PTA en leche y subproductos lacteos es de
suma importancia, ya que existen paises con un alto grado de afectacion que no cuentan
con la implementacion de una metodologia que permita realizar los estudios necesarios
para identificar el riesgo de exposicion a la biotoxina.

Esta claro que la estabilidad del PTA amerita mas investigaciones, ya que no se
puede asumir que la biotoxina todavia esté presente en la leche después de la
pasteurizacion o esterilizacion, ni después del procesamiento para elaboracién de los
subproductos lacteos (Bonadies et al., 2011). Es importante recordar que ademas del
riesgo de contaminacion por microorganismos, la leche puede contaminarse por medio
de cualquier sustancia quimica o bioldgica que, al ser consumida por el animal, pueda ser
depositada o metabolizada y acumulada en la leche y en la carne, y producir efectos
nocivos en el consumidor (FAO, 2012). Es importante asumir mayor control, ya que el
riesgo de sufrir enfermedades de transmision alimentaria (ETA) se ha incrementado de
forma notable durante los ultimos 30 afios. En la actualidad, casi un cuarto de la poblacién
corre un riesgo de padecer alguna enfermedad por esta causa, lo cual sigue siendo un
importante problema de salud publica (Zumbado-Gutiérrez & Romero-Zufiiga, 2015).

El objetivo de este trabajo es implementar y validar un método por HPLC-DAD
rapido, preciso y robusto, para la cuantificacién de PTA y PTB en muestras de helechos
y en muestras lacteas, mediante curva de calibracion. Igualmente, busca proporcionar un
método rapido y confiable para estudiar mas diversas variedades de Pteridium spp, asi
como la excrecién de la biotoxina en leche bovina y su posterior estabilidad en
subproductos lacteos procesados y sin procesar, lo que permitira tener un mayor control
de la inocuidad alimentaria, con mayor énfasis en las poblaciones mas vulnerables. Por
ultimo, busca controlar la acumulacién de sustancias dafiinas en los alimentos de mayor

consumo, como la leche, que puedan causar implicaciones sanitarias en la salud publica.
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5.2.Materiales y métodos
5.2.1. Reactivos quimicos y materiales

Estdndar pterosina B 98 % fue adquirido de Aobious (U.S.A, Gloucester).
Metanol grado HPLC, etanol absoluto grado ACS y acido clorhidrico grado analitico
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich® (Milwaukee, WI, U.S.A). Hidroxido de sodio
pellets para analisis y Acetonitrilo Lichrosolv® fueron adquiridos de Merck (Darmstadt,
Alemania). Diclorometano grado ACS obtenido de J.T. Baker® (U.S.A). Agua
desionizada obtenida a partir de un sistema de purificacion MilliQ Plus (Miliford, MA,
U.S.A). Acido orto-fosférico 85 % (HsPO4) obtenido de Fermont® (U.S.A). Acetato de
etilo grado ACS obtenido de JT.Baker (México). Resina Poliamida 6 (tamafio de particula
(50-160) um de Sigma-Aldrich® (Alemania) y resina amberlite ® XAD HP 20-60 mesh
Sigma-Aldrich® (Francia).

5.2.2. Recoleccion y preparacion de las muestras

La recoleccion del helecho Pteridium spp. se realizé en el Cerro de la Muerte,
también llamado Cerro Buenavista, un macizo de 3491 metros de altitud que forma parte
de la Cordillera de Talamanca en el eje montafioso central de Costa Rica, en las provincias
de Cartago y San José (9°34'00"N 83°45'00"”0). Las muestras de helecho correspondieron
a las especies de P. aquilinum caudatum var. caudatum y P. esculentum var.
arachnoideum, que se muestrearon de forma aleatoria. La identificacion de las especies
fue realizada por el Dr. Alexander Rojas Alvarado, taxonomo de la Universidad Nacional
de Costa Rica.

La muestra estuvo compuesta tanto de helechos tiernos como maduros. Los
helechos se cortaron desde la raiz y se almacenaron en bolsas o0 sacos a temperatura
ambiente, protegidos de la luz, y en menos de 48 h, se prepararon para el proceso de
liofilizacion. Una vez liofilizados, se molieron hasta obtener un polvo fino y se
almacenaron en un lugar oscuro y fresco a una temperatura de 10 °C en bolsas o frascos
protegidos de la humedad, el calor y la luz.

La recoleccion y acondicionamiento de las muestras de leche fue efectuada en la

Estacion Experimental de Ganado Lechero Alfredo Volio Mata de la Facultad de Ciencias
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Agroalimentarias de la UCR, ubicada en Ochomogo, Cartago. Se tomaron muestras de
leche de vaca (Bos taurus) procedente de animales de raza Jersey; los animales estaban
sanos y libres de hematuria enzoo6tica bovina (HEB) durante el periodo de investigacion.
Igualmente, la alimentacidn se mantuvo constante y estuvo compuesta mayoritariamente
por pasto estrella africana (Cynodonn lemfluensis) y concentrado. La leche utilizada
estaba exenta de la presencia de la biotoxina, ya que la estacion ganadera se encuentra
libre del helecho y la muestra fue obtenida durante el ordefio de la mafiana (6:00 am),
actividad que se ejecutd con buenas practicas de ordefio, que forman parte del protocolo
usual de la Estacién Experimental Alfredo Volio Mata. Las muestras de leche se
almacenaron a 4 °C por un periodo no mayor a 36 h y fueron transportadas al Centro
Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas manteniendo la cadena de frio por medio de

hieleras asépticamente sanitizadas.

5.2.3. Extraccion y purificacion del ptaquilésido (PTA) a partir del helecho
(Pteridium spp)

Se siguio la metodologia sugerida por Rasmussen et al, (2005); Aranha et al, (2014)
y Clauson-kaas et al, (2016), con modificaciones (Figura 8). EI PTA se aislo y se purifico
a partir de polvo de helecho; del total del material molido, se pesaron 100 g, se les
adiciond 500 mL de agua destilada y se mantuvieron en agitacién durante 60 min. Una
vez trascurrido el tiempo, el extracto se filtrd y se concentrd en un rotavapor para eliminar
la mayor cantidad de agua. El extracto filtrado y rotavaporado se paso a través de una
jeringa de 100 mL, acoplada a una cdmara de vacio y empacada con 10 g de resina de
poliamida 6 (tamafio de particula (50-160) um, Sigma-Aldrich); seguidamente, se pasé
una cantidad aproximada de 100 mL de agua desionizada a la jeringa. La muestra se
eluye a gravedad; sin embargo, en algunos casos, para favorecer una elucién mas rapida,
se aplico presion desde una bomba de vacio, seguidamente se recolect6 el eluato y los
compuestos retenidos en la columna se eluyeron con etanol; este extracto fue concentrado
en rotavapor, y se almacend para su posterior analisis.

El extracto obtenido con agua se pasé por una segunda columna de vidrio con
tamafo aproximado de 2,5 cm de diametro por 33 cm de largo y se empacé en humedo
con 100 g de resina Amberlite XAD2 (Supelco). La columna fue previamente activada
con metanol y enjugada con agua; primeramente, se le adiciond el eluato y se lavo con

150 mL de agua desionizada y 50 mL de etanol, luego se eluyé el extracto con 150 mL
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de etanol y, finalmente, el extracto colectado se concentrd en un rotavapor hasta sequedad
a una temperatura no mayor a 42 °C.

Adicionalmente, se realizd una segunda extraccion, en la que se tomaron 50 g de
muestra pulverizada de frondas de helecho y se le adicioné 250 mL de una mezcla de
agua y acetato de etilo en una proporcion de 50:50. Esta mezcla se mantuvo en agitacion
en bafio ultrasonico durante 1 h; seguidamente, el extracto se decantd y se filtro, y luego
se concentro en un rotavapor a una temperatura no mayor a 42 °C, sin llevar a sequedad.
Por ultimo, el extracto se congeld y se liofilizo, y posteriormente se realiz6 su conversion

de PTA a PTB por triplicado y se cuantifico.

Liofilizacion y molienda del
helecho

Extraccion de 100 g de material

500 mL de agua destilada
U I vegetal (agitacion 60 min)

Filtracion y concentracion del
extracto acuoso

Aplicacién del extracto en
columna con poliamida 6

100 mL de agua Elucién del PTA | Presién aplicada |

Aplicacién del PTA en columna
con Amberlite XAD2

150 mL de agua y 50 mL ETOH Lavado de la columna | Lavados |
| 150 mt de ETOH | Elucion del PTA

Concentracién del extracto
(Temperatura no mayor a 42 °C)

Figura 8. Diagrama de flujo para la metodologia de extraccion y purificacion del PTA a partir del helecho.

5.2.4. Cuantificacion de PTA en el extracto de Pteridium spp

Para la cuantificacion de PTA fue necesaria la conversion de PTA a PTB, por
tratamiento acido, basico y con calor, ya que, el PTB es la forma mas estable de la
biotoxina (Aranha et al., 2014). Para la conversién de PTA a PTB, se adicioné 150 pL de



26

NaOH 1 mol/L (hasta pH 11) a 2 mL del extracto acuoso de PTA y se incub6 a 45 °C,
durante 60 min. Despues, se dejé enfriar y se le adicion6 150 uL de HCI 5 mol/L (hasta
pH < 2) para finalizar la conversion de PTA a PTB; el extracto fue extraido con 3
porciones de 1 mL de diclorometano cada una. Finalmente, los extractos se colectaron y
se rotavaporaron a una temperatura no mayor a 42°C, el residuo se reconstituyé con 2 mL
de una mezcla metanol: agua al 50:50, se pasé a través de un filtro de 0,45 pm vy se
depositd en un vial para HPLC de vidrio color &mbar, para su posterior cuantificacion

mediante HPLC-DAD; los resultados obtenidos se expresaron en mg/kg.

5.2.5. Cuantificacion de PTA en el extracto muestras de lacteas

Se prepard una disolucion madre de PTA a una concentracién entre (4 — 6) mg/L
en agua desionizada, la cual se analizd mediante conversion de PTA a PTB para conocer
la concentracion exacta de PTA. Seguidamente, se tomaron las alicuotas correspondientes
para la contaminacion de las leches a las concentraciones de 0,23 mg/L, 0,43 mg/L y 0,77
mg/L y 0,10 mg/L, 0,24 mg/L y 0,35 mg/L, para las muestras de yogurt.

A partir de leche fresca cruda bovina contaminada y muestras de yogurt azucarado
contaminado con el extracto de PTA, se estandarizé el proceso de extraccion y conversion
de la biotoxina en lacteos (Figura 9). Para la precipitacion de proteinas, la muestra de
leche bovina fresca y las muestras de yogurt se trataron con un aproximado de 3 mL de
metanol, agitandolas en bafio ultrasénico por 15 min; se utilizé un aproximado de 2 mL
de leche y 2 g para yogurt. Las muestras de trataron por triplicado. Seguidamente, las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min y se filtraron. El sobrenadante se tratd
con 3 mL de acetonitrilo, para la precipitacion de lipidos y se agité en bafio ultrasonico
por 15 min mas.

Al liquido sobrenadante se le realizo la conversion de PTA a PTB, con las mismas
cantidades de NaOH y HCI utilizado en las muestras de helecho, y se incubaron a 45 °C
durante 60 min. Posteriormente, las muestras se diluyeron a 30 mL con agua destilada, se
congelaron y se liofilizaron; finalmente el extracto seco se reconstituy6 con 2 mL de una
disolucion metanol:agua (50:50). El extracto obtenido se paso a través de un filtro de 0,45
um y se depositdé en un vial para HPLC de vidrio color ambar, para su posterior
cuantificacion mediante HPLC-DAD. En el caso de la leche, los resultados son
expresados como mg/L y en yogurt como mg/kg debido a la naturaleza fisica de las

muestras.



27

Precipitacion de proteinas (2 mL de ]
3 mL de metanol leche 6 2 g de yogurt) agitacion por
15 min

Centrifugacion 3000 rpm por 5 miny
filtracion

Proteinas

Precipitacion de lipidos en el
sobrenadante, agitacion por 15 min

3 mL de acetonitrilo

Centrifugacion 3000 rpm por 5 min Lipidos y proteinas

150 L NaOH Conversién de PTA a PTB (agitacion
por 1 ha 45 °C)

150 pL HCl Dilucién con agua a 30 mL

Congelacidn vy liofilizacion

Reconstitucion con MeOH:Agua y
cuantificacién de PTB

Figura 9. Diagrama de flujo para la metodologia de extraccion PTA 'y conversion a PTB a partir de leche o yogurt.

5.2.6. Preparacion de curva de calibracion

El PTB se cuantifico mediante una curva de calibracién realizada a partir de un
estandar de alta pureza, en un rango de valores de (0,30 - 3,00) mg/L (Caldero6n et al.,
2014; Sénchez & Secaira, 2014). En el extracto acuoso de PTA puede existir alguna
pequefa cantidad de PTB, por lo que en este caso se resto la cantidad cuantificada antes
de la conversién de PTA a PTB, a la cantidad obtenida de PTB posterior a la conversion
de PTB, con el fin de obtener la cantidad equivalente de PTA presente en el extracto
inicial u otras formas toxicas del sesquiterpeno.

Para la preparacion de la curva de calibracion se pesaron 0,001 g de estandar, se
disolvieron en metanol y se aforaron hasta 100 mL, para obtener una concentracion final
de 10 mg/L de esta disolucion, se prepararon estandares de 0,3 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L,
1,5mg/L, 2,0 mg/L y 3,0 mg/L. Todos se aforaron con metanol grado HPLC, se filtraron
porciones a traves de un filtro de 0,45 um y se guardaron en viales para HPLC de vidrio

color &mbar.
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5.2.7. Anélisis instrumental

La identificacion se llevd a cabo en un espectrometro AB SCIEX sistema
4000QTrap® triple cuadrupolo/ QqQLIT equipado con una interfase Turbolon-Spray™
y Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se optimizaron los
diferentes parametros de ionizacioén asi como de fragmentacion, para identificar la
presencia de PTA y PTB en el extracto acuoso obtenido a partir de las frondas de helecho
de Pteridium spp. Se realiz6 la inyeccion del extracto directamente en la fuente de iones
del espectrometro de masas a un caudal de 10 pL/min, usando una bomba de jeringa. La
fuente de iones ESI se oper6 en modo positivo con los siguientes pardmetros: Gas cortina
(CUR 21 psi); lon Spray (IS -5500 V); Temperatura de gas turbo (TEM 150 °C); Gas de
nebulizacion (GS1 25 psi); Gas turbo (25 psi), Unidad de resolucion /Unidad, DP 20, CE
25, CXP 10 para PTA y DP 50, CE 26, CXP 10 para PTB. La identificacion de los
compuestos individuales se basé en datos espectrales de MS/MS, que coincidian con los
datos reportados en la literatura existente y el patron de fragmentacion del estandar.

Para la cuantificacion se utiliz6 un sistema HPLC Agilent 1200 (constituido de una
bomba de vacio desgasificadora, un automuestrador, una bomba binaria y un
compartimento para columna termoestable, marca Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA), se inyectaron 90 pL a una columna analitica phenomenex (Luna® 5 um C18
(2) 100 A, LC Column 250 x 4.6 mm, Ea) con precolumna (Zorbax plus C18, 5 pm
particle size, 4.6 x 12.5 mm), a una temperatura de 25 °C. La fase movil consisti6 en agua
con H3POs4 0,1 % (eluente A) y metanol (eluente B), y el gradiente de elucion fue
isocratico 50 % de B y 50 % de A, a una velocidad de flujo de 1 mL/min durante 13,5

min a una longitud de onda de 260 nm.

5.2.8. Validacion del método de extraccion y cuantificacion de ptaquilésido en
helecho y leche

Una vez determinadas las mejores condiciones de extraccion del ptaquilosido a
partir del helecho, leche y subproductos lacteos, se procedié a realizar las pruebas de
validacién con el fin de darle mayor validez a los resultados y evaluar si los
procedimientos de extraccion y cuantificacion son aptos para la aplicacion en matrices
como helechos y lacteos. La cuantificacion se realizd por la técnica de HPLC-DAD. El

rango lineal del método se determiné mediante inyecciones por triplicado de seis
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estandares de pterosina B, en un rango de concentraciones de 0,30 mg/L — 3,00 mg/L, y
los resultados se evaluaron mediante una prueba estadistica de Snedecor-Ficher. Para la
determinacion del limite de deteccion (LDD) y limite de cuantificacion (LDC), se realizd
la estimacidn de la curva de calibracion a partir de la pendiente y residuos, y los resultados
se compararon entre si (Barwick., et al, 2016; Chairman et al., 2014).

La repetibilidad para la matriz de extracto acuoso, obtenido a partir del helecho, se
realizd mediante un andlisis de conversion de PTA a PTB y cuantificacion en HPLC-
DAD, al menos por sextuplicado. La repetibilidad en las muestras se evalué a partir de
una muestra que se contaminé a una concentracién de 0,25 mg/kg y 0,43 mg/kg de PTA,
para yogurt y leche, respectivamente. Cada una se extrajo por septuplicado, a todas se les
realizd la conversion de PTA a PTB, se les determind la desviacion estandar relativa y se
evaluaron segun la relacion de HorRat. Por otra parte, la recuperacion se evalud en tres
niveles de concentracion de PTA en la matriz: (0,23 - 0,43 —0,77) mg/L para leche entera
y (0,10 — 0,24 — 0,35) mg/L para yogurt, y los resultados se evaluaron segun los criterios
establecidos por la AOAC (AOAC, 2016).

Para evaluar el rendimiento de la conversion de PTA a PTB, se realizé un estudio
de variacion en las condiciones de reaccion, para lo que se utilizé una matriz de Youden
Steiner (Cuadro 1) (Youden et al., 1997) para 7 variables y 8 experimentos. Ademas, se
utilizé un valor mayor y uno menor a los definidos por el método, con el fin de verificar
la mayor sensibilidad. Por esta razdn, se evalud el volumen de extracto acuoso de PTA
utilizado 4 mLy 1 mL, a 35 °Cy 55 °C de incubacién, por 30 min'y 90 min de incubacion,
cantidad de NaOH y HCI de 300 pL y 75 uL, cantidad de diclorometano para extraccién
2 mL y 4 mL y finalmente, volumen de reconstitucion de metanol 1 mL y 3 mL. Cada

uno de los 8 experimentos se realizé por duplicado (Duffau et al., 2010).
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Cuadro 1. Matriz de Youden Steiner para andlisis de robustez empleada en la conversién

de PTA a PTB en el extracto acuso obtenido a partir de los helechos.

Condiciones de reaccion (variables)

N° de experimento

2 3 4 5 6 7 8
Volumen de extracto (mL) 4 4 4 4 1 1 1 1
Temperatura de reaccion (°C) 55 55 35 35 55 55 35 35
Tiempo de reaccion (min) 90 30 90 30 90 30 90 30
Cantidad de NaOH (pL) 300 300 75 75 75 75 300 300
Cantidad de HCI (pL) 300 75 300 75 75 300 75 300
Cantidad de diclorometano para extraccion (mL) 4 2 2 4 4 2 2 4
Vol. de metanol para reconstitucion (mL) 3 1 1 3 1 3 3 1

La matriz de Youden Steiner fue también empleada para determinar la robustez del

método de extraccion de PTA y cuantificacion de PTB en las muestras de leche

contaminadas en tres niveles de concentracion (Cuadro 2). La evaluacion se realizé para

el nivel de menor y de mayor concentracion de biotoxina adicionada a las leches,

utilizando una temperatura de reaccion de 55 °C y 30 °C, un tiempo de reaccion de 90

min y 60 min, cantidad de NaOH y HCI de 300 pL y 75 pL, volumen de acetonitrilo de

4 mLy 2 mL y volumen de metanol para reconstitucion de 1 mLy 3 mL.

Cuadro 2. Matriz de Youden Steiner para analisis de robustez empleada para la

recuperacion de PTB en el extracto de leche.

Condiciones de reaccion (variables)

N° de experimento

1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracion de PTA en leche (ng/mL) 750 750 750 750 250 250 250 250
Temperatura de reaccion (°C) 55 55 35 35 55 55 35 35
Tiempo de reaccion (min) 90 30 90 30 9 30 90 30
Cantidad de NaOH (uL) 300 300 75 75 75 75 300 300
Cantidad de HCI (uL) 300 75 30 75 75 300 75 300
Volumen de metanol y CHsCN (mL) 4 2 2 4 4 2 2 4
Vol. de metanol para reconstitucion (mL) 3 1 1 3 1 3 3 1
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5.2.9. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos como regresiones lineales y estadistica descriptiva fue
realizado en Excel 2016, Minitab 18 y JMP 8. Los datos fueron analizados mediante

Prueba F de Snedecor- Fisher y analisis de varianza ANOVA, con un 95 % de confianza.

5.3.Resultados y discusion

La presencia de ptaquilésido (PTA) y pterosina B (PTB) en las muestras de
extractos de frondas de helecho Pteridium spp, fue identificada mediante el espectro de
masas (Figura 10 y Figura 11).
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Figura 10. Identificacion de la presencia de PTA en extractos de frondas de helecho Pteridium spp utilizando infusién
directa por MS/MS.



32

«—>
§ A18
100,0 amu

= 90,0
S
S 800 0
= HO
S 700 \/m
e
o 60,0 o
© ' R}
% 50,0
5 2 o
% 40,0 -
[<B]
‘s 300 P ©
) [ee]
c o $\—|
g 200 = Q L
o — e
a 100 \

0,0

100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0 220,0

m/z

Figura 11. Identificacion de la presencia de PTB en extractos de frondas de helecho Pteridium spp utilizando infusion
directa por MS/MS.

La identificacion de ptaquilésido se basé en la correspondiente pérdida de la
glucosa -180 m/z, donde se identificaron los fragmentos con masa 398 m/zy 218 m/z [M
— Glu] +. Por otra parte, la identificacion de pterosina B se baso en la identificacion del
pico 219 m/z [M + H] + y el fragmento ion dominante se observé a 201 m/z proveniente
de la pérdida de —OH, lo que coincide con lo reportado en otros estudios (Jensen et al.,
2008). Con una abundancia relativa de aproximadamente 40 % o mayor, ambos
compuestos mostraron una adecuada ionizacion, lo cual permitié una buena identificacion
mediante espectrometria de masas. ES importante tomar en cuenta que cualquier
diferencia o variacién en la matriz puede suprimir o mejorar la sefial y afectar la
sensibilidad de deteccion y precision (Nguyen et al., 2011; Aranha et al., 2014). A pesar
de que el procedimiento de preparacion de la muestra elimina una parte sustancial de los
componentes de la matriz, la ionizacién de PTA y PTB todavia es influenciada por la
matriz (Aranha et al., 2014).

La identificacion anterior permitié asegurar que los metabolitos estaban presentes
y no se degradaron por factores abioticos o enzimaticos en el helecho, por lo que las
muestras podrian ser utilizadas para realizar pruebas de extraccion y cuantificacién, asi

como para la obtencion de extractos concentrados de la biotoxina.
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Los cromatogramas obtenidos para el estandar de PTB a 2 mg/L, el extracto obtenido a
partir de las frondas de helecho 6,37 mg/L de una mezcla de P. aquilinum caudatum var
caudatumy P. esculentum var. arachnoideum, la muestra de leche contaminada con PTA
0,42 mg/L y la muestra de yogurt azucarado contaminada con 0,35 mg/kg de PTA, son
mostrados en la Figura 12. Se pudo observar que el PTA presenta su maxima absorcion
en la regién ultravioleta a una longitud de onda de 260 nm, con un tiempo de retencion
de (7,8 - 8,3) min, y que no existen interferencias provenientes de la matriz ni del método
de extraccion y purificacion. Se concluye que no existe efecto matriz que interfiera en la
cuantificacion de PTB mediante HPLC-DAD, a pesar de que se puede observar
claramente que existe gran variedad de picos debido a la complejidad de las matrices

evaluadas; por otro lado existe una adecuada especificidad del método.

a)

b)

©)

d)

Figura 12. Cromatogramas de pterosina B por HPLC-DAD, 260 nm. a) Estandar de pterosina B 2 mg/L. b) extracto
concentrado de mezcla de frondas 6,37 mg/L PTB provenientes de dos variedades de helecho Pteridium spp. (P.
aquilinum caudatum var caudatum y P. esculentum var. arachnoideum). c) extracto de PTB 0,42 mg/L en matriz de
leche entera. d) Extracto de PTB 0,35 mg/kg en matriz de yogurt azucarado.
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A partir de los extractos evaluados durante la etapa de purificacion (Figura 13) se
observa que la cromatografia con resina poliamida permitié eliminar el PTB que se
encontraba originalmente en la planta, asi como otros compuestos interferentes como las
clorofilas. Se determino que la cantidad de PTA en este extracto fue de 0,73 mg/g y 0,83
mg/g para P. aquilinum caudatum var caudatum y P. esculentum var. Arachnoideum,
respectivamente, lo que puede identificarse como pérdidas durante la cromatografia de
columna. Por otro lado, es de esperar que los extractos eluidos con etanol en la resina
amberlite®, fueran los mas ricos en ptaquilosido, con resultados de 3,53 mg/g para P.
aquilinum caudatum var caudatum y 4,69 mg/g para P. esculentum var. arachnoideum,
y que el extracto eluido con agua pudiera eliminar otras interferencias como los azucares.
Es por esto por lo que las pérdidas de PTA en el extracto fueron minimas, de 0,03 mg/g
y 0,01 mg/g para P. aquilinum caudatum var caudatum y P. esculentum var.
Arachnoideum, respectivamente. De esta forma, se pudo obtener un extracto concentrado
en PTA al que se le pudo eliminar la biotoxina que estaba originalmente en forma de PTB,

azucares y clorofilas, entre otros.
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Figura 13. Fracciones obtenidas durante purificacion de biotoxina PTB, utilizando cromatografia de columna con
resina poliamida y resina amberlite® de dos variedades de helecho P. aquilinum caudatum var caudatum y P.
esculentum var. arachnoideum. Donde: ET (Extracto etanolico por amberlite®), A (Extracto acuoso por amberlite®),
PE (Extracto etantlico por poliamida) y A/Ac (Extracto extraido con agua/acetato de etilo sin columna).

A pesar de la buena solubilidad del PTA en agua y acetato de etilo, una mezcla de
estos compuestos no resulta adecuada para obtener un extracto altamente concentrado en
la biotoxina. Los extractos presentaron una concentracion de 0,17 mg/g para P. aquilinum

caudatum var caudatum y 0,28 mg/g y P. esculentum var. Arachnoideum, obteniéndose
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rendimientos muy bajos. Por lo tanto, la extraccion en agua y posterior purificacién en
poliamida y amberlite®, resulta ser una metodologia adecuada para la obtencién de un
extracto concentrado de PTA, que permite realizar estudios como la estabilidad y

prevalencia en muestras lacteas.

Los resultados de repetibilidad del método, el limite de deteccion (LDD), el limite
de cuantificaciéon (LDC), &mbito de trabajo, linealidad, recuperacién y robustez,
evaluados para la matriz de helecho y de productos lacteos (leche y yogurt), se muestran
en la Cuadro 3. Para la evaluacion de la repetibilidad se establecié el valor de HorRat,
que se determina por la relacion de la desviacion estandar relativa (RSD) calculada a
partir de los datos del laboratorio y el RSD predicho a partir de la ecuacion de Horwitz,
segun la cual, bajo condiciones de repetibilidad, los valores aceptados deben estar entre

0,3y 1,3 (Association of Official Analytical Chemists, 2016). Por lo tanto, los resultados

indicados en la Cuadro 3, mostraron buena repetibilidad para todas las matrices

evaluadas.
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Cuadro 3. Resumen de resultados de validacién del método de cuantificacion y
extraccion de PTA en forma de PTB para matriz de helecho y matrices lacteas.

Parametro Resultado obtenido Criterio de aceptacion

HELECHO VARIEDAD 1. Horratr = 0,316; (n = 6)

- HELECHO VARIEDAD 2. Horratr = 0,904; (n = 6) 0,3 > Horratr > 1,3
Repetibilidad (AOAC)
LECHE: Horratr= 0,476; (N =7)
YOGURT: Horrat:=0,723; (n=7)
LDD LDD = 0,03 mg/L No aplica
LDC LDC = 0,09 mg/L No aplica

F < Ferit (Prueba F de

Ambito de trabajo (0,09 - 3,00) mg/L Snedecor- Fisher)

(R2>0,995)
F > Ferit (Anélisis de
varianza)

Linealidad R? =0,9999

Nivel 1. 0,23 mg/L; (91+£9) %
LECHE Nivel 2. 0,43 mg/L; (102 +9) %
Nivel 3. 0,77 mg/L; (91 + 14) %

(60 —115) %
Nivel 1. 0,10 mg/kg; (61 +9) % (AOAC)
YOGURT Nivel 2. 0,24 mg/kg; (80 + 12) %
Nivel 3. 0,35 mg/kg; (75 £ 4) %

Recuperacion

HELECHOS: VARIABLE SENSIBLE volumen de A<A2*DS =NO
dilucién (ml), temperatura de reaccion (°C), volumen de SENSIBLE (matriz de
extracciones CH2Clz (mL), volumen de MeOH (mL) de Youden Steiner) DS=
reconstitucion. desviacion estandar de la
Robustez repetibilidad del método =
LACTEOS: VARIABLE SENSIBLE temperatura de DS =1,04 (Lacteos)
reaccion (°C), cantidad NaOH (ug), cantidad HCI (ug), \2*DS = 1.47

DS = 0,04 (Helechos)

volumen de extraccion de MeOH y CH3CN (mL), 2*DS  0.06

volumen de reconstitucion de MeOH (ml).

LDD: Limite de deteccién
LDC: Limite de cuantificacion

La linealidad se evalu6 mediante una curva de calibracién. Se estimé que el
coeficiente de regresion (R?) fue superior a 0,99, mostrando una excelente linealidad. De
manera simultanea, se determind el ambito de trabajo, que correspondié a un rango de
concentracion (0,11 - 3,00) mg/L. Este se estim6 a partir del limite de cuantificacion (0,11
mg/L) y el estandar de mayor concentracion (3,00 mg/L) y se realiz6 una prueba
estadistica (prueba Snedecor F) para comparar los valores obtenidos, la cual determin6
que el ambito de trabajo estaba bien ajustado. EI LDD y el LDC se estimaron
graficamente de acuerdo con la Guia de Validacion Eurochem (Chairman et al., 2014), y

se estimd un promedio de diez curvas de calibracion realizadas en un rango de (0,025 —
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3,000) mg/L. Tanto el limite de cuantificacion como el limite de deteccién fueron

aceptables para el rango de concentraciones a evaluar.
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Figura 14. Recuperacion de ptaquilésido a una concentracion de (0,23, 0,43; 0,77) mg/L en leche entera y (0,10; 0,24;
0,35) mg/kg en yogurt azucarado.

Como se muestra en la Figura 14, la recuperacion se realizd para las muestras
lacteas de leche y yogurt de acuerdo con adicidn estandar a tres concentraciones diferentes
de ptaquildsido: (0,23; 0,43; 0,77) mg/L para leche entera y (0,10; 0,24; 0,35) mg/L para
yogurt, que correspondieron a valores de recuperacion de (91; 102; 91) % y (61; 80; 75)
%, respectivamente, segln las cantidades declaradas. Las recuperaciones promedio de
todas las muestras y niveles analizados se ubicaron entre los criterios minimos y maximos
establecidos por AOAC (60 - 115) % (AOAC, 2016). El experimento de recuperacion
demuestra que el método es lo suficientemente preciso y que no hay interaccion

significativa entre los analitos y las matrices evaluadas, obteniéndose recuperaciones

dentro del rango de aceptacién evaluado por la AOAC.



38

1 2
: A <S*\2 ) A<S*\2
0,40 - 2000 7
0,35 - M 17,50 1
5 030 - 5 1500 1
5 0.25 M 5 1250 1
2 0,20 - 2 10,00 -
et e
S 0,15 - & 750 A
Q0,10 - O 500 -
0,05 4" T o ¥ A 2501 o |—||—+
0,00 O 0.00 on o 1]
a b c d e f g a b ¢ d e f g

Figura 15. Andlisis de robustez para la extraccion y conversion de PTA a PTA en muestras lacteas y helechos,
aplicando la matriz de Youden Steiner. Para el grafico 1) Lacteos: a) Concentracion de PTA (mg/L) b) Temperatura de
reaccion (°C), ¢) Tiempo de reaccion (min), d) Cantidad de NaOH (uL), e) Cantidad de HCI (uL), f) Volumen de
MeOH y de CH3CN (mL), g) Volumen de reconstitucion con MeOH. Para el gréfico 2) Helechos: a) Volumen de
extracto (mL) b) Temperatura de reaccion (°C), c) Tiempo de reaccién (min), d) Cantidad de NaOH (uL), e) Cantidad
de HCI (uL), f) Volumen de extracciones CH2CI2 (mL), g) Volumen de reconstitucion con MeOH.

Donde: A es la diferencia entre el pardmetro mayor y el menor, S*V2, S = desviacion estandar de la precision del
método.

Los datos de robustez se obtuvieron al aplicar la matriz de Youden-Steiner (Youden
et al., 1997). Cada uno de los parametros se evalu6 con valores mas altos y bajos que los
valores establecidos para el método, debido a que los pardmetros no son sensibles cuando
el producto (S * \2) es mayor o igual a la diferencia entre los parametros alto y bajo de
cada variable evaluada, donde “S” es la desviacion estdndar de la precision del método,
la cual corresponde a 1,04 mg/kg para los helechos y 0,04 mg/kg para matriz lactea.

Los resultados se muestran en la Figura 15. En el caso de los helechos, las variables
sensibles identificadas fueron el volumen de dilucion de extracto, la temperatura de
reaccion, el volumen de extraccion con diclorometano luego de la conversion de PTA a
PTB y el volumen de metanol para reconstitucion; en el caso de los lacteos, las variables
sensibles fueron similares, con excepcién de que en los lacteos los parametros para
realizar la conversion de PTA a PTB fueron mas sensibles. En consecuencia, cambios
leves en las variables pueden significar una disminucion del rendimiento de la reaccion,
lo que implicaria errores en la cuantificacion, por lo que la temperatura de reaccién, la
cantidad de NaOH y HCI fueron sensibles en este caso.

Adicionalmente, en los lacteos el volumen de reactivos para la precipitacion de
proteinas y el volumen de metanol para la reconstitucion también fueron parametros

sensibles, lo que concuerda con lo esperado. Este Gltimo parametro, tanto en lacteos como
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en helechos, puede afectar la concentracion final que se determina mediante la
cuantificacion por HPLC-DAD, ya que pequefias variaciones pueden dar altas o pequefas
concentraciones de PTB.

La importancia de determinar la robustez del método, principalmente durante la
reaccion, permite establecer las condiciones Optimas para que la reaccion sea lo méas
completa posible. Adicionar cantidades mayores o menores de NaOH y HCI, otorgar
tiempos de reaccion cortos o largos, asi como temperatura de reaccion baja o alta pueden
evitar que la reaccion sea de alto rendimiento. Se ha demostrado que el ptaquilosido se
descompone rapidamente a valores de pH inferiores a 4, por lo que, si el pH no es lo
suficientemente acido o se encuentra neutro, la reaccion de PTA a PTB no se daria; lo
mismo sucederia si el medio no se encuentra lo suficientemente alcalino (Rasmussen et
al., 2015). Asimismo, aumentar la temperatura puede acelerar la reaccion de hidrdlisis de
la molécula de PTA bajo estas condiciones, lo que disminuye la vida media del compuesto
y favorece que se dé la conversion a pterosina B.

Para evitar estas variaciones, tanto en helechos como en lacteos, los pardmetros
identificados como sensibles fueron controlados utilizando pipetas calibradas para la
adiciéon de volimenes y monitoreando las temperaturas y tiempos de reaccion exactas
(Ayala et al., 2006). Los resultados muestran que el método de extraccion optimizado en
este estudio es robusto para la mayoria de los parametros evaluados, es valido y puede
emplearse para la cuantificacion de ptaquilésido en muestras de helechos y leche, siempre
y cuando se controlen las variables sensibles para evitar variaciones.

Todos los resultados de validacion muestran que el método es apropiado para la
determinacion del contenido de ptaquilésido en muestras de helecho y en muestras
lacteas, mediante cuantificacion y usando RP-HPLC-DAD. Esto permite dar validez a los
resultados y generar importantes aportes a estudios de toxicologia del PTA en muestras
de helechos y lacteos. Ademas, el bajo LDC del método permitird realizar estudios
completos sobre la absorcion, distribucién y excrecion de PTA en muestras de leche

bovina.

5.4.Conclusiones

La obtencion de un extracto concentrado de PTA a partir de Pteridium, con una
concentracion de hasta 4,69 mg/g, fue posible mediante la purificacion de un extracto
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acuoso del helecho por cromatografia de columna con resinas de poliamida y amberlite
®. El método de extraccion, purificacion y cuantificacion resulta adecuado para la
determinacion del contenido de la biotoxina en el helecho y, adicionalmente, en leche y
subproductos lacteos, como yogurt, que podrian estar contaminados, incluso a
concentraciones de 0,09 mg/L. La conversion de la biotoxina PTA a PTB representd una
metodologia adecuada, no s6lo porque se obtuvo una buena respuesta cromatografica,
sino porque presentd una mayor seguridad al manipular muestras que contienen un
compuesto carcinogénico. Igualmente, la metodologia presentd una buena linealidad,
repetibilidad, recuperacion y robustez, garantizando la validez de los resultados.

La identificacion por MS/MS y cuantificacion por HPLC-DAD permitieron
determinar la presencia de PTA y PTB en las variedades de P. aquilinum caudatum var

caudatum y P. esculentum var. Arachnoideum
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CAPITULO 6: CARACTERIZACION DEL CONTENIDO DE LA BIOTOXINA
(PTAQUILOSIDO Y PTEROSINA B) EN DOS VARIEDADES DE HELECHO
(P. AQUILINUM CAUDATUM VAR CAUDATUM Y P. ESCULENTUM VAR.
ARACHNOIDEUM) Y ESTIMACION DE LA EXCRECION EN MUESTRAS DE
LECHE BOVINA COSTARRICENSE

RESUMEN: Ptaquilésido (PTA) es un norsesquiterpeno glucosidado que se encuentra en abundantes
cantidades en el helecho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), al cual se le han atribuido efectos carcinogénicos
por su contenido de la biotoxina PTA. Debido al mayor riesgo de cancer de esdfago y gastrico en humanos
que residen en areas ricas en helechos y a la contaminacion por PTA, la necesidad de evitar la distribucion
de la biotoxina en la cadena alimentaria se ha convertido en un tema crucial en las investigaciones de
seguridad alimentaria. El presente estudio determina el contenido de biotoxina en helechos de dos de las
variedades del helecho méas abundantes en la region de América Latina: P. aquilinum caudatum var
caudatum y P. esculentum var. arachnoideum. Se determind el contenido en diferentes partes de la planta
(frondas, raquis y tallos) y tres estados fenoldgicos de helechos provenientes de distintas zonas de Costa
Rica, para lo que se utiliz6 cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de arreglo de
diodos (DAD). Se encontraron cantidades de PTA de (21-120) mg/kg, y se concluyé que los raquis poseen
mayor cantidad de PTA; igualmente, la especie P. arachnoideo contiene una mayor cantidad en
comparacion con la especie P. caudatum. El contenido de PTA en diferentes estados fenoldgicos para la
especie P. aquilinum caudatum var. caudatum, concluyd que los helechos mas jévenes poseen hasta un 50
% mas de PTA en comparacion con los helechos de mayor desarrollo. Paralelamente, se determiné la
presencia de PTA mediante HPLC-MS en leche bovina costarricense proveniente de tres fincas ubicadas
en la zona de Coto Brus y en el canton de Zarcero; de acuerdo con los resultados, se encontrd una
concentracion de (4 + 1) ug/L PTA en una de las fincas de Coto Brus y (10 £ 1) ug/L PTA en la finca de
Zarcero, mientras que en la otra finca de Coto Brus no se detect6. El estudio muestra, en general, que el
PTA se ha detectado en cantidades pequefias en leche bovina proveniente de dos fincas costarricenses.

Palabras clave: P. aquilinum, frondas, fenolégicos, leche, HPLC.

6.1.Introduccioén

La composicion quimica de las plantas es muy compleja y variable. Muchos de sus
compuestos corresponden a sustancias naturales que forman parte de la interaccion
quimica con otras especies (Rasmussen et al., 2005) y que pueden ser tdxicas para los
animales, el ser humano o ambos (Panter et al., 2007). Tal es el caso del helecho
(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), una de las especies de plantas mas comunes en la
Tierra, que posee una extensa variabilidad. La taxonomia del helecho incluye dos
subespecies (P. aquilinum aquilinum y P. aquilinum caudatum) y variedades: ocho

variedades para la subespecie P. aquilinum aquilinum (var. Aquilinum, var revolutum,



45

var. pubescens, var. feei, var. Descompositum, var. latiusculum, var. pseudocaudatum, y
var. africanum) y cuatro para la subespecie P. aquilinum caudatum (var. esculentuns, var.
caudatum, var. arachnoideum y var. varrabense) (Gil da Costa et al., 2012).

Pteridium spp también ha tomado gran importancia alrededor del mundo por las
intoxicaciones que produce en varias regiones ganaderas del orbe, en particular las
ocasionadas por su potencial carcinogénico, tanto en animales como en el ser humano
(Villalobos-Salazar et al., 2000; Vetter et al., 2009; Fletcher et al., 2011; Gomes et al.,
2012). Este efecto carcinogénico se ha atribuido principalmente al alto contenido de la
biotoxina ptaquilésido (PTA) (Figura 16a), glucosido de norsesquiterpeno, que
comprende una estructura de iludano, con un grupo hidroxilo terciario alilico unido a la
d-(+)-glucosa (Aranha et al., 2014; Gomes et al., 2012).

a) b)
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OH
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Figura 16. Estructura molecular. a) Ptaquildsido (PTA), b) Pterosina B (PTB).

Desde los primeros hallazgos de la carcinogenicidad del helecho, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasificé el helecho Pteridium spp
como cancerigeno en animales y posiblemente cancerigeno en humanos (grupo 2B) y
consider6 que el ptaquilosido no era clasificable en cuanto a su carcinogenicidad (grupo
3) (IARC., 1986). Sin embargo, un tiempo después, el gobierno Holandés declaro que el
ptaquildsido debia considerarse como un carcinégeno humano (DECOS, 1995), lo que ha
promovido diversas investigaciones en relacién con la biotoxina y su entorno.

Varios estudios han encontrado una relacion importante entre el riesgo de padecer
cancer gastrico y la exposicion al helecho, méas frecuentemente en las areas de baja altitud;
ademas, demuestran una importante correlacion con la incidencia de hematuria enzootica
bovina (Villalobos-Salazar et al., 1989; Alonso-Amelot et al., 2001).
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El contenido de PTA en la planta puede variar de manera significativa. Diversos
estudios concuerdan en que la cantidad maxima de la biotoxina se encuentra en los
helechos mas jovenes (Panter et al., 2007), y que se producen grandes variaciones en la
concentracion de PTA, a lo largo del afio, entre cepas de helecho e, incluso, entre
diferentes rodales de helecho ubicados uno cerca del otro (Gil da Costa et al., 2012).
Aunado a esto, el contenido de PTA puede variar durante el crecimiento y desarrollo del
helecho, como lo determind un estudio realizado en Colombia, en el cual los estados
fenoldgicos mas tempranos tendieron a presentar un contenido mayor de la biotoxina
(Rincon et al., 2016). En general, el PTA se ha encontrado en todas las partes del helecho
(Rasmussen et al., 2013) en concentraciones de hasta 37 mg/g (Engel et al., 2007;
Calderdn et al., 2014). Sin embargo, estas podrian variar por diversos factores que
intervengan durante el desarrollo de la planta, como el ambiente y lugar de crecimiento.

Los alimentos de origen animal aportan gran cantidad de nutrientes al ser humano,
lo que aumenta la demanda y, a la vez, aumenta la necesidad de asumir un mayor control
en la inocuidad de estos. En cuanto al cuidado de los animales, es indispensable evitar el
contacto con sustancias nocivas para su salud y, consecuentemente, para la salud humana
(Marrero et al., 2012; Zumbado-Gutiérrez et al., 2015). La leche es un alimento con un
alto control en cuanto a su inocuidad microbioldgica; sin embargo, no existe tanto control
con respecto a la contaminacion de toxinas como el PTA. Incluso se sabe que el 9 % del
contenido de PTA en las frondas que comen las vacas se excreta en la leche y que depende
de la cantidad consumida (Alonso-Amelot et al., 1998; Gil da Costa et al., 2012).

A pesar de la alta inclinacion del helecho por regiones dedicadas a la ganaderia, en
Costa Rica no se conoce si la leche producida en las zonas cercanas a la presencia del
helecho podria estar contaminada con la biotoxina, debido a que no ain no se han
realizado estudios de esta indole. No obstante, existe informacion con respecto a la
distribucion geografica del helecho, a la incidencia de cancer gastrico en humanos y a la
incidencia de hematuria en el ganado bovino, que requiere mayores estudios de
actualizacién (Villalobos-Salazar., 1987; Villalobos-Salazar et al., 1989; Sanchez et al.,
2014).

A pesar de los importantes hallazgos, aun no existe informacion que permita
entender mejor la alta afeccion de esta toxina en Costa Rica; sin embargo, aclaraciones
como las realizadas por IARC, con respecto a la alta prioridad de realizar investigaciones
en torno al Pteridium aquilinum por la carcinogenicidad de su biotoxina, aumentan la

relevancia del tema, tanto para el desarrollo agropecuario, como para la salud pablica del
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pais y el mundo (Bonadies et al., 2011; Virgilio et al., 2015). EI presente estudio
determina el contenido de biotoxina de dos de las variedades méas abundantes en la region
de América Latina, P. aquilinum caudatum var. caudatum y P. esculentum var.
arachnoideum, en diferentes partes de la planta (frondas, raquis y tallos) y tres de los
estados fenologicos del helecho (ll-rebrote, Ill-joven, 1VV-adulto) para la variedad P.

aquilinum caudatum var. caudatum (Figura 17).

FRONDAS

il W

TALLOS

Figura 17. Composicion fisioldgica (frondas, raquis y tallos) y estados fenoldgicos (l1-rebrote, Il1l-joven, IV-adulto)
del helecho Pteridium.

Debido al mayor riesgo de cancer de es6fago y gastrico en humanos que residen en
areas ricas en helechos y que se encuentran expuestos a alimentos contaminados por PTA,
la necesidad de evitar la distribucion de la biotoxina en la cadena alimentaria se ha
convertido en un tema crucial en las investigaciones de seguridad alimentaria (Bonadies
et al., 2011). Paralelamente, se realizd un estudio preliminar a la leche proveniente de
fincas costarricenses para determinar la posible contaminacién en leche de ganado bovino
que podria haber ingerido helecho. Esto con el fin de realizar mayores investigaciones
que contribuyan a ampliar el panorama y nivel de la problematica en el pais, para enfocar
los esfuerzos en disminuir y erradicar los riesgos eminentes generados por la exposicion

de la biotoxina.
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6.2.Materiales y métodos

6.2.1. Reactivos quimicos y materiales

Metanol grado HPLC, etanol absoluto grado ACS y &cido clorhidrico grado
analitico adquiridos de Sigma—Aldrich® (Milwaukee, W1, U.S.A). Hidroxido de sodio
pellets y Acetonitrilo Lichrosolv® fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania).
Diclorometano grado ACS fue obtenido de J.T. Baker® (U.S.A). Agua desionizada,
obtenida a partir de un sistema de purificacion MilliQ Plus (Miliford, MA, U.S.A). Acido
orto-fosforico 85 % (HsPO.) obtenido de Fermont® (U.S.A). Estandar pterosina B 98 %
que fue adquirido de Aobious (U.S.A, Gloucester).

6.2.2. Recolecciony preparacion de las muestras

Las muestras de helecho Pteridium spp correspondieron a dos subespecies de gran
expansion, P. aquilinum caudatum var. caudatum y P. esculentum var. arachnoideum
(Figura 18). EI muestreo se llevo a cabo en dos zonas distintas de Costa Rica (Figura 19),
el primero fue realizado en agosto — 2018, en el Cerro de la Muerte, ubicado en un macizo
de 3491 metros de altitud que forma parte de la Cordillera de Talamanca, en el eje
montafioso central de Costa Rica de las provincias de Cartago y San José, (9°34'00"N
83°45'00"0), y correspondio a las dos especies tanto de helechos tiernos como maduros,

las cuales fueron muestreadas aleatoriamente.

Figura 18. Helecho P. aquilinum caudatum var. Caudatum: a) estado fresco, b) estado seco. Helecho P. esculentum
var. arachnoideum: c) estado fresco, d) estado seco.


https://es.wikipedia.org/wiki/Macizo
https://es.wikipedia.org/wiki/Cordillera_de_Talamanca
https://es.wikipedia.org/wiki/Costa_Rica
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Cerro_de_la_Muerte&params=9.56666667_N_-83.75_E_type:mountain
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Cerro_de_la_Muerte&params=9.56666667_N_-83.75_E_type:mountain
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El segundo muestreo correspondi6 Unicamente a la especie P. aquilinum caudatum
var. caudatum, que se muestre0 en sus tres estados fenol6gicos méas importantes en enero
— 2019, en la cantdon de Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica (8°53'41"N 82°54'58"0)
(Figura 20).

Figura 19. Helecho Pteridium caudatum en diferentes estados fenolégicos: a) V- Adulto, b) I11- joven y c) 1I- rebrote,
provenientes del cantdn de Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica.

Para ambos muestreos, los helechos se cortaron desde la raiz, se almacenaron en
bolsas o sacos a temperatura ambiente y protegidos de la luz. En menos de 48 h se
prepararon para el proceso de liofilizacion y en las muestras correspondientes al primer
muestreo se separaron para cada variedad las frondas, raquis y tallos, y se liofilizaron por
separado. Una vez liofilizados, se molieron hasta obtener un polvo fino y se almacenaron
en un lugar oscuro y fresco a una temperatura de 10 °C, en bolsas o frascos protegidos de
la humedad, el calor y la luz.

Las muestras de leche fueron recolectadas en tres fincas distintas, entre los meses
de enero-junio de 2019. Se recolectaron en las zonas de La Brisa, Zarcero, Alajuela, Costa
Rica, en Cafias Gordas, Agua Buena, Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica y en Valle
Hermoso, Sabalito, Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica. Las fincas de la zona de Coto
Brus correspondieron a fincas con poco ganado, la finca de Cafias Gordas cuenta con
ganado multirracial con predominancia de cruces de raza Holstein, Jersey y Simbrah, se
cuenta con 4 animales en ordefio, con un promedio de produccion de leche de (9 -10) L
diarios por animal, mientras que la finca de valle hermoso cuenta con 8 vacas en ordefio
con alto patron multirracial, cuya produccion promedio de leche ronda los (10 - 12) L

diarios por animal, los animales se alimentan con Brachiaria brizantha en pastoreo y se


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Cant%C3%B3n_de_Coto_Brus&params=8.89472222_N_-82.91611111_E_type:city
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suplementan con alimento balanceado y harina de coquito. Las muestras de leche
correspondieron a muestras compuestas del total de leche recolectado diariamente. Para
la finca de Zarcero con mayor numero de ganado (> 20), la muestra de leche correspondid
a una muestra compuesta, tomada en el primer ordefio del dia. Las muestras de leche se
almacenaron a 4 °C por un periodo no mayor a 36 h y fueron transportadas al lugar de los
ensayos manteniendo la cadena de frio por medio de recipientes asepticamente

sanitizados.
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Figura 20. Ubicacidn geografica de los muestreos de helechos Pteridium spp. (P. caudatum y P. arachinoideo), en las
zonas de Cerro de la Muerte, Cartago, Costa Rica (b) y los distritos de Agua Buena (d) y Sabalito (c) de Coto Brus,
Puntarenas, Costa Rica, y de leche bovina muestreada en La Brisa, Zarcero, Alajuela, Costa Rica (a) y los distritos de
Agua Buenay Sabalito de Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica.

6.2.3. Extraccion del ptaquilésido (PTA) a partir del helecho (Pteridium spp)

ElI PTA se aislo a partir de polvo de helecho. del material molido se pesaron 2 g de
cada especie por triplicado, cada parte de la planta y estado morfoldgico por separado.
Seguidamente, se les adicion6 25 mL de agua destilada y se mantuvieron en agitacion
durante 60 min en bafio ultrasdnico. Luego, el extracto se filtrd y el material restante se
extrajo con 25 mL mas en bafio ultrasénico por 60 min. Posteriormente, los volimenes
sobrenadantes de ambas extracciones se unieron segun cada especie y parte de la planta
por separado y, a cada extracto acuoso se le realiz6 su cuantificacion mediante conversion
de PTAaPTB.
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6.2.4. Cuantificacion de biotdxina PTA en el extracto acuoso de helecho Pteridium
Spp

Para la cuantificacion de PTA, fue necesaria la conversion de PTA a PTB, con el
fin de obtener la forma més estable de la biotoxina, la pterosina B (Figura 16b) y para
determinar la biotoxina total en las muestras (Aranha et al., 2014; Kisielius et al., 2020).
Cada muestra se traté como un triplicado, por lo que a 2 mL de extracto acuoso se le
adicion6 150 pL de NaOH 1 mol/L, buscando alcanzar un pH cercano a 11, y
posteriormente se coloco en un bafio con agua a 45 °C durante 60 min. Transcurrido este
tiempo, al extracto se le adicioné 150 puL de HCI 5 mol/L, de modo que el pH fuera
cercano a 2, con el fin de convertir toda la ptaquilodienona a pterosina B. Seguidamente,
el PTB de la muestra fue extraido mediante una particién con tres porciones de 2 mL de
diclorometano y, en caso de ser necesario, se centrifugaron para favorecer la separacion.

Después de la extraccion, todos los extractos se recolectaron en un tubo de ensayo
para tener un anico volumen y el diclorometano se evaporé a una temperatura no mayor
a 42 °C, utilizando un rotavapor Heidolph™. Paralelamente, la particion con
diclorometano se le realizé a un duplicado de cada muestra, sin realizar la conversion de
PTA a PTB. Las muestras se llevaron a sequedad y el residuo se disolvio en un volumen
exacto de 2 mL de una disolucion MeOH: H20 50:50, luego se filtraron utilizando un
microfiltro de 0,45 pum y se colocaron en un vial de 2 mL de vidrio color &mbar, para su
cuantificacion mediante HPLC-DAD. Una vez cuantificadas mediante una curva de
calibracion de PTB, el contenido de PTA se determind mediante la siguiente ecuacion:

PTAmg/kg = PTBtotat — PTBiniciar  EC (1)

Donde la concentracion de PTB total corresponde a la obtenida por las muestras
con conversion de PTA a PTB y el PTB inicial corresponde a las muestras a las que no
se les realizd la conversidn. Por lo tanto, la diferencia corresponde a la forma de biotoxina
como ptaquilésido que se encuentra originalmente en la muestra antes de su conversion
aPTB.

6.2.5. Cuantificacion de biotoxina PTA en muestras de leche fresca bovina

Se tomaron 2 mL de cada muestra de leche fresca en un tubo de ensayo por
triplicado, a cada una se le adicionaron 3 mL de metanol, luego se colocaron en un bafio

ultrasénico por 15 min y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min. El liquido sobrenadante
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se recolectd y el residuo se descartd, al liquido sobrenadante se le adicionaron 3 mL de
acetonitrilo, se agitd por 15 min méas en bafio ultrasonico y se centrifugé a 3000 rpm por
5 min. El liquido sobrenadante restante se mezclé con el liquido sobrenadante de la
primera precipitacion. Al volumen total se le realizé la conversion de PTA a PTB con las
mismas cantidades de NaOH y HCI que en las muestras de helecho, con el mismo tiempo
y temperatura de incubacion. Posteriormente, cada muestra se trasvaso a un tubo plastico
de 50 mL y se diluy6 a 30 mL con agua destilada, luego se congelaron las muestras, se
liofilizaron en un liofilizador Martin Christ Beta 1-8 LSCplus y, finalmente, el extracto
seco se reconstituyd con 2 mL de una disolucion MeOH:H>O (50:50). El extracto
obtenido se paso a través de un filtro de 0,45 um y se depositd en un vial de vidrio color
ambar para HPLC, para su posterior cuantificacion mediante HPLC-DAD, utilizando el

mismo rango de la curva de calibracion utilizada para las muestras de helechos.

6.2.6. Procedimiento de calibracién para la cuantificacion de PTA en helechos y
leche

El contenido de pterosina B en las muestras se cuantifico mediante una curva de
calibracion de seis puntos, utilizando un estdndar de alta pureza. Se preparé una
disolucion de trabajo de 10 mg/L de PTB, para la cual se pesé una cantidad exacta de
0,001 g que se disolvid en metanol hasta un volumen de 100 mL; de esta disolucién se
prepararon estandares de PTB de 0,3 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L y
3,0 mg/L, que se aforaron con metanol grado HPLC. La curva de calibracion se inyecto
en HPLC-DAD siguiendo las mismas condiciones cromatogréaficas que las muestras, y se
evalud su linealidad de modo que R?>0,995. Cada estandar se resguardo en viales color
ambar y se mantuvieron en congelacion para que la curva de calibracion se mantuviera

estable.

6.2.7. Instrumentacién y condiciones cromatograficas

Se utiliz6 un equipo HPLC Agilent Technologies 1200 (Santa Clara, CA, USA)
constituido de una bomba de vacio desgasificadora, un automuestrador, una bomba
binaria y un compartimento para columna termoestable. Se inyectaron 90 uL de cada
muestra y estandares a una columna analitica phenomenex (Luna® 5 um C18 (2) 100 A,
LC Column 250 x 4.6 mm, Ea) con precolumna (Zorbax plus C18, 5 um particle size, 4,6

x 12,5 mm), a una temperatura de 25 °C. Los compuestos se separaron con una elucion
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de gradiente isocratico binario: (solucion A: agua con HzPO4 0,1 % y solucién B: metanol
HPLC) con proporciones de 50 % de B y 50 % de A, a una velocidad de flujo de 1 mL/min
durante 13,5 min.

El andlisis de biotoxina en las muestras de leche se llevo a cabo en un sistema
LC/MS 4000 QTrap® triple cuadrupolo/QqQLIT equipado con una interfase Turbolon-
SprayTM, Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), y un sistema
HPLC 1200 Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). La separacion se desarrolld
utilizando una columna analitica de fase reversa phenomenex (Luna® 5 um C18 (2) 100
A, LC Column 250 x 4,6 mm, Ea) con precolumna (Zorbax plus C18, 5 um particle size,
4,6 x 12,5 mm); la fase movil, el gradiente y el flujo fueron los mismos que se utilizaron
para la cuantificacion de la biotoxina en los helechos por HPLC-DAD. El flujo generado
por el sistema cromatografico se introdujo en la fuente de iones ESI operada en modo
positivo con los siguientes pardmetros: Gas cortina (CUR 21 psi); lon Spray (IS -5500
V); Temperatura de gas turbo (TEM 150 °C); Gas de nebulizacién (GS1 25 psi); Gas
turbo (25 psi), Unidad de resolucion /Unidad, DP 20, CE 25, CXP 10 para PTA'y DP 50,
CE 26, CXP 10 para PTB.

6.2.8. Anadlisis estadistico

El anélisis de los datos se realizé mediante pruebas de analisis de varianza ANOVA
y comparacion de medias por Tukey con un 95 % de confianza, y boxplot utilizando los
software estadisticos de Minitab 18 y JMP 8.

6.3.Resultados y discusién

El contenido de PTA en el helecho puede ser muy variado, y puede estar
determinado por el ambiente en el que se desarrolla la planta, otros estudios indican que
puede variar incluso segun su localizacion, al igual que varia segun la parte de la planta
que se estudia.

Para las dos subespecies de Pteridium que se estudiaron, se pudo determinar que la
biotoxina se encuentra presente en los raquis, frondas y tallos con un contenido muy
variable entre las distintas partes del helecho de cada especie. La variedad P. arachnoideo
posee mayor contenido de PTA en comparacion con la especie P.caudatum; sin embargo,

esta diferencia es Unicamente significativa para los raquis, con un 60 % mas de biotoxina.
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En el caso de los tallos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos especies y, a la vez, estos no muestran diferencia significativa
entre las frondas de las dos especies. Aunque la especie P. arachnoideo presenta un mayor
contenido de PTA en los raquis, la especie P. caudatum posee hasta un 54 % mas de la
biotoxina como PTA en las frondas (Figura 21). Estas Gltimas diferencias pueden deberse
a la variacion natural en la cubierta de la fronda y a las condiciones hidroldgicas en la

capa de hojarasca (Rasmussen et al., 2003).
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Figura 21. Concentracion de PTA en frondas, raquis y tallos de dos especies de Pteridium.

En general, la media de contenido de PTA de las partes del helecho son similares
entre las frondas y los tallos, pero el contenido de PTA de los raquis es mas variable,
como se observa en la Figura 22a. Esta variacién entre los grupos también se observa al
comparar los datos generales para cada especie, donde P. arachnoideo presenta mayor
variacion de la concentracion de PTA que P. caudatum, ademas de que los contenidos de
PTA entre las especies no son similares (Figura 22b). No obstante, se recomienda realizar
una investigacién mas detallada de las especies para estimar las diferencias entre ambas
y su respectiva distribucion, asi como la relacion con el lugar de desarrollo y su
comparacion con otras especies de Pteridium.

Cabe destacar que las variedades de helechos se desarrollaron en el mismo ambiente

y localizacion, por lo que las diferencias se pueden atribuir principalmente al tipo de
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especie. Otros factores como la exposicion a restos de material vegetal producido en la
temporada de crecimiento anterior o la variacion en el lixiviado de las frondas, pueden
provocar diferencias entre las distintas partes de la plantay entre las especies (Rasmussen

et al., 2003).
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Figura 22. Andlisis estadistico boxplot del contenido de la biotoxina PTA (mg/kg) en a) tres partes de la planta (raquis,
tallos y frondas) b) dos variedades de Pteridium, c) estados morfoldgicos de la especie P.caudatum y d) fincas de
ganado vacuno en Costa Rica (Finca 1 Agua Buena, Finca 2 Sabalito), utilizando el software estadistico JMP 8.

El contenido de PTA en distintos estados fenol6gicos se determiné para la especie
P. caudatum, estudio que fue realizado en conjunto con la tesis de investigacion de grado
“Estudio del efecto de consumo de ptaquilésido del helecho macho Pteridium caudatum
(L.) Maxon, en la calidad e inocuidad de la produccion de leche, de hatos ubicados en dos
fincas lecheras del cantén de Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica” de la estudiante Daniela

Burgos Alvarez (Burgos-Alvarez, D. 2020).
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El contenido de PTA fue variable para los tres estados en estudio (II, I1l, y 1V), y
para las dos fincas ubicadas en el Cantén de Coto Brus, Puntarenas (Figura 23). Los
helechos provenientes de la Finca 2 (Sabalito) poseen mayor contenido de biotoxina en
forma de PTA, contrario a los helechos provenientes de la Finca I (Agua Buena) en estado
fenologico 11, 111y 1V, en los que la biotoxina se encuentra en forma de PTB mayoritaria
0 totalmente. Por esta razén, estos helechos se podrian clasificar como menos
genotoxicos, ya que una vez que la biotoxina se convierte en PTB, la reaccidn no se puede
revertir para dar lugar a la formacion de ptaquilodienona (APT), molécula a la cual se le
atribuye la genotoxicidad, caso contrario a la presencia de PTA, que si puede dar origen
ala APT (Marrs & Watt, 2006; Yamada & Kigoshi, 2007).

Cabe destacar que el contenido de biotoxina total (PTA + PTB) en los helechos de
la finca 2 en estado 111 y IV, con 508 mg/kg y 562 mg/kg, respectivamente, no presentan
diferencias estadisticamente significativas, ni presentan diferencias en comparacion con
lo reportado para el estado Il (532 mg/kg) y 1l (562 mg/kg) de la Finca 1. En ambas
fincas se observa que el estado de crecimiento Il posee un mayor contenido de PTB y que
conforme el helecho crece esta va disminuyendo. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Rincon et al., (2016).

Las medias del contenido de PTA de cada estado de crecimiento del helecho no son
similares entre si, mientras que los resultados de los grupos del estado 11 y IV presentan
mayor variabilidad en comparacion con el estado Ill. En cuanto a las fincas, ambas
presentan una variabilidad similar entre los resultados, pero las medias de concentracion
de PTA son muy diferentes (Figura 22c y 22d).

Las diferencias entre los distintos estados fenologicos, asi como la distinta
localizacion de los helechos, pueden provocar variabilidad en el contenido de biotoxina
y en la forma quimica en que esta se encuentra. Estas variaciones pueden atribuirse a
diversos factores como el suelo y las condiciones climaticas a las que se expone la planta
durante su desarrollo. Otros estudios han destacado que el contenido de minerales como
fosforo, magnesio y hierro en el suelo pueden producir variabilidad en el contenido de la
biotoxina (Zaccone et al., 2014). De igual forma, la exposicién a la luz 0 sombra en que
se encuentra el helecho puede variar su contenido, ya que se ha encontrado que los
helechos que crecen en condiciones de sombra tienen un contenido medio de ptaquilosido,
mientras que helechos en lugares claros tienen las concentraciones mas bajas de éste.
Todos estos factores influyen en el contenido de biotoxina en la planta; sin embargo, se

ha encontrado coincidencia en que el contenido de ptaquilésido es mayor en los estados
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fenoldgicos mas prematuros o estados de crecimiento mas tempranos de la planta (Rincon
et al., 2016). Esto puede también relacionarse con el hecho de que el ganado prefiere
consumir las hojas méas tiernas que las maduras o con la rotacion del pastoreo, que
aumenta la probabilidad de que el ganado consuma primero los helechos en estados de
crecimiento mas tempranos antes de que alcancen su desarrollo completo. Si este factor
se relaciona, entonces puede ser méas probable que la leche proveniente del ganado que
consumio el helecho, también contenga cantidades importantes de la biotoxina.

En Costa Rica no existen estudios en los que se haya reportado presencia de
ptaquildsido en leche en condiciones no experimentales, sin embargo, se conoce la alta
incidencia de la presencia del helecho en las zonas ganaderas del pais. Por esta razén, se
realizd un escaneo de tres fincas para determinar si la leche proveniente de fincas
costarricenses podria contener cantidades importantes de la biotoxina, y para realizar la
cuantificacion del contenido de PTA en muestras de leche proveniente de ganado que
pastorea en las fincas en las que se tomaron las muestras de helechos.

La cuantificacion del ptaquilésido se llevd a cabo mediante HPLC/MS vy la
cuantificacion de PTB se basé en PTB protonado [M + H] * 219,1 m/z como el Gnico ion
observado, y se utilizo la ecuacion 1. A partir de la Cuadro 4 se puede observar que no
fue posible detectar el contenido de PTA en las muestras de leche provenientes de la Finca
1, resultados que coinciden con los obtenidos a partir de los helechos que se muestrearon

en la misma finca (Figura 23).
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Figura 23. Concentracion de PTA inicial, PTB inicial y biotoxina total como PTB (PTB + PTA) en mg/kg de muestras
de helechos (Pteridium caudatum) en sus tres estados fenoldgicos provenientes de Cafias Gordas, Agua Buena, Coto
Brus, Puntarenas, Costa Rica (Finca 1) y en Valle Hermoso, Sabalito, Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica (Finca 2).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la Finca 1, el contenido de PTA en la
leche fue relativamente bajo, por lo que es de esperar que, en el caso de que el ganado
ingiriera estos helechos, la cantidad de metabolito podria no haberse detectado en la leche.
detectable porque gue no se excreta en la leche. En cuanto a la Finca 2, la cantidad de
PTA en la leche correspondio a 3,78 pg/L, mientras que las muestras de leche
provenientes de la Finca 3 reportaron hasta tres veces mas la cantidad de PTA (9,71 pg/L)
en comparacion con la finca Finca 2. Aunque estos resultados son menores a los
reportados por fincas en otros paises, la exposicion prolongada puede ser un factor
importante por considerar (Burgos-Alvarez, D. 2020).

Los resultados pueden alertar sobre la excrecion de la biotoxina en leche
proveniente de fincas costarricenses, por lo que deben realizarse estudios mas detallados,
para implementar certeramente medidas que disminuyan la exposicion a PTA 'y disminuir
el riesgo que podria ocasionar sobre quienes se encuentran expuestos. Adicionalmente,
en areas donde la leche proviene de vacas que podrian haber consumido el helecho, la
ingesta de leche podria ser un factor importante de exposicion a la biotoxina. En areas en
las que el ganado no se encuentra expuesto al pastoreo, aunque el helecho se abundante,
la via de exposicion podria deberse a otros factores como, por ejemplo, la contaminacion
del agua (Rasmussen et al., 2005).

El hecho de que la leche proveniente de fincas en donde se encuentra el helecho no
contenga biotoxina, no implica que el riesgo de exposicion sea menor o nulo (Zaccone.,
et al 2014). En general, se requiere realizar mayores estudios que involucren aspectos
fisiolégicos y bioguimicos con respecto a la produccién de PTA en helechos y a su
presencia en leche. Esto implicaria una ayuda para comprender mejor y predecir la
aparicion de este carcindgeno en el medio ambiente y el riesgo de su exposicion a los

seres humanos.

Cuadro 4. Concentracion de biotoxina en leche (ug/L) proveniente de tres fincas
costarricenses por HPLC-MS

Finca Ubicacion Conc. Promedio PTA (ug/L) Desv.std RSD
1 Agua Buena, Coto Brus ND - -
2 Valle Hermoso, Coto 3,78 101 26.7
Brus
3 La Brisa, Zarcero 9,71 3,26 33,6

ND = No detectado
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6.4.Conclusiones

Las variedades de helecho evaluadas presentaron una variacion importante entre las
frondas, raquis y tallos. P. arachnoideo presenté mayor variacion de concentracion de
PTA que P. caudatum, mientras que la variedad del helecho P. arachnoideo present6 un
60 % mas de biotoxina como PTA encontrada en los raquis en comparacion con la especie
P. caudatum. Por otro lado, P. caudatum posee hasta un 54 % més de PTA en las frondas

que P. arachnoideo.

Se estimd que el estado fenologico |1 del helecho Pteridium posee un mayor contenido
de biotoxina total y, conforme el helecho crece, la cantidad de biotoxina disminuye, por
lo que el contenido de la biotoxina es mayor en los estados fenoldgicos de crecimiento

mas tempranos de la planta.

No obstante, se determind la presencia de la biotoxina de hasta 10 pg/L de PTA en
leche proveniente de dos fincas costarricenses, en Coto Brus y Zarcero, por lo que se
considera importante realizar mayores estudios sobre la evaluaciéon de la presencia y

concentracion de la biotoxina en leche proveniente de otras fincas ganaderas del pais.
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CAPITULO 7: EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA BIOTOXINA
PTAQUILOSIDO DURANTE EL PROCESAMIENTO DE LECHE BOVINA'Y
DESARROLLO DE SUBPRODUCTOS LACTEOS (QUESO TIPO BLANDO Y

YOGURT AZUCARADO)

RESUMEN: Se llevé a cabo la contaminacion de leche con extracto concentrado de ptaquilésido (PTA),
y se evalug el efecto del procesamiento (pasteurizacion y elaboracion de queso blando y yogurt) sobre el
contenido de PTB. Se determind que la pasteurizacion degrada todo el PTA a pterosina B (PTB), mientras
que la cantidad de PTB presente en la leche pasteurizada se degrada hasta la segunda semana de
almacenamiento en refrigeracion a 8 °C, cuando su consumo ya no es 6ptimo. En cuanto a la elaboracion
de yogurt, esta no altera la estabilidad y prevalencia del PTA que se encuentra originalmente en la leche
contaminada, por lo que un pH del medio cercano a 4 no degrada el PTA presente; ademas, el PTA se
convierte totalmente a PTB después de la primera semana de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C.
Finalmente, los estudios realizados en quesos tipo blando mostraron que la cantidad de biotoxina en el
queso disminuy6 con el tiempo de almacenamiento y que la concentracion de biotoxina no se ve afectada
por la fuerza iénica segun los niveles evaluados, por lo que es preciso mayores estudios para estimar la
degradacién del PTA a PTB durante la elaboracion y almacenamiento. Sin embargo, los sueros de los
guesos con menor contenido de sal presentaron mayor retencién de biotoxina, lo que implicaria una menor
prevalencia de la biotoxina en la red proteica del queso. A mayor contenido de sal, menor retencién de

biotoxina en el suero, y podria estimarse una mayor prevalencia en la matriz del queso.

Palabras clave: pasteurizacion, PTA, PTB, leche, yogurt, queso

7.1.Introduccién

Ptaquilésido (PTA) es una toxina del helecho (Pteridium spp.) a la cual se le han
asociado efectos genotdxicos. Es inestable en condiciones acidas y alcalinas acuosas a
temperatura ambiente, ya que sufre desglucosilacion de d -(+)- glucosa y la hidrolisis
conduce a compuestos como la indanona pterosina B (PTB). A un pH inferior a 4, la vida
media en solucién acuosa varia de horas a dias, mientras que a un pH superior a 7, la vida
media es de segundos a horas (Ayala et al., 2006). A temperatura ambiente y en
condiciones acuosas alcalinas, el PTA se transforma en una dienona conjugada inestable
que presenta un agente alquilante fuerte, capaz de reaccionar con el ADN y de provocar
la rotura de la cadena. En condiciones acuosas acidas se produce el mecanismo de
protonacion y la tautomerizacion de la molécula de PTA. El proceso continda con el
ataque nucleofilico del agua en el anillo de ciclopropano, que lleva a una sustitucion SN2,
y finalmente a un proceso de aromatizacion que conduce a la liberacién de glucosay a la
formacion de PTB (Figura 24) (Aranha et al., 2014).
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Figura 24. Cadena alimentaria del helecho (Pteridium) y reactividad bajo condiciones fisioldgicas del ptaquildsido.

Actualmente existe un creciente interés por el estudio y conocimiento de biotoxinas
que afecten la salud humana, causando cuadros clinicos de intoxicacion que puedan
manifestarse repentinamente o a largo plazo (Calderdn et al., 2014). Se ha determinado
que la leche de ganado que ingiere el helecho es uno de los vinculos por el cual el ser
humano podria padecer cancer gastrico, producido por el consumo de leche contaminada
con PTA (Francesco et al., 2011; Villalobos-Salazar, 1987).

Estudios han determinado que en areas montafiosas, donde la presencia del helecho
es mas comun, también es alta la prevalencia de hematuria enzoética bovina provocada
por el helecho, lo que aumenta el riesgo de contaminacion al ser humano y su relacion
con el cancer géstrico en los consumidores (Ramwell et al., 2010). Por otra parte, también
se ha asociado la influencia de otros factores de riesgo como la dieta, el abuso de alcohol
y la infeccion estomacal con Helicobacter pylori con la aparicion de esta enfermedad; sin
embargo, se consideran insuficientes para causar muerte por cancer gastrico, por lo que
otra causa asociada podria ser el consumo de leche contamina con ptaquilosido (Alonso-
Amelot & Avendafio, 2001).
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A pesar de que se conoce mucho sobre los mecanismos de reaccion y la
carcinogenicidad del helecho, no existe suficiente informacion sobre la estabilidad del
PTA. Muchos investigadores como Ovesen et al. (2008), Rasmussen et al. (2005),
Skourti-Stathaki et al. (2016) y Zaccone et al. (2014), han realizado numerosos estudios
sobre la degradacion del PTA en suelos. Estas investigaciones han determinado que el
PTA se degrada tanto en suelos arcillosos como arenosos y que la degradacion esta
asociada con diferencias en la acidez, el contenido de arcilla, el contenido de carbono vy,
probablemente, también con la actividad microbiana. Adicionalmente, se concluyé que
la degradacion se retrasa por las bajas temperaturas y el bajo contenido de materia
orgénica, mientras que es mas rapida en suelos arenosos &cidos (pH < 4), aunque
disminuye con un menor contenido de materia organica. La materia organica juega un
papel importante para la union del ptaquilésido al suelo y, aunque el ptaquilésido tiene
una sorcion relativamente baja, la unién limitada reduce la movilidad del compuesto y
aumenta la posibilidad de que el quimico se degrade antes de llegar a las fuentes de agua
(Rasmussen et al., 2003a; Rasmussen et al., 2003b; Rasmussen et al., 2005; Ovesen et al.,
2008; Zaccone et al., 2014; Skourti-Stathaki et al., 2016). Estos aportes han sido
sumamente importantes y relevantes, ya que han permitido tomar precauciones sobre la

presencia y el manejo de suelos que podrian estar contaminados con la biotoxina.

AUn existen vacios importantes de conocimiento con respecto a la estabilidad de
la biotoxina en leche y subproductos lacteos. Se espera que poblaciones que consumen
leche procesada industrialmente y procedente de animales alimentados con dietas
controladas, deberian tener un menor riesgo de consumir indirectamente PTA, ya que la
leche que ingrese a la industria deberia diluirse en una mayor cantidad de leche
proveniente de distintas fincas y ser pasteurizada antes de ser consumida. Por otro lado,
se ha reportado que la pasteurizacion podria disminuir las concentraciones de
ptaquilésido en la leche en un 50 %, mientras que la ebullicion lo disminuye en un 75 %
aproximadamente (Alonso-Amelot et al., 1998; Villalobos-Salazar et al., 2000; Gil da
Costa et al., 2012). No obstante, no existen estudios experimentales que demuestren estos
datos y den mas informacion sobre la ruta de degradacién del PTA a nivel molecular.
Tampoco se han realizado estudios de procesamiento y estabilidad durante el
almacenamiento de subproductos lacteos como el yogurt y queso tipo blando, los cuales
son productos de alto consumo y suelen elaborarse frecuentemente de manera artesanal

en zonas rurales destinadas a la produccion agropecuaria de leche.
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Bajo este contexto, la presente investigacion busca llevar a cabo un estudio de
estabilidad y prevalencia de la biotoxina ptaquilésido en leche bovina y subproductos
lacteos elaborados a partir de leche cruda, como yogurt azucarado y queso blando. El
estudio tiene como objetivo originar importantes aportes para el control y manipulacién
de leche que podria estar contaminada con PTA y causar implicaciones sanitarias en la

salud publica, con el fin de ejercer mayor control sobre las poblaciones mas vulnerables.

7.2.Materiales y métodos

7.2.1. Reactivos quimicos y materiales

Estandar pterosina B 98% adquirido de Aobious (U.S.A, Gloucester). Metanol
grado HPLC, etanol absoluto grado ACS y &cido clorhidrico grado analitico adquiridos
de Sigma-Aldrich®, (Milwaukee, WI, U.S.A). Hidroxido de sodio pellets para analisis
y Acetonitrilo Lichrosolv® que fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania).
Diclorometano grado ACS que fue obtenido de J.T. Baker® (U.S.A). Agua desionizada,
obtenida a partir de un sistema de purificacion MilliQ Plus (Miliford, MA, U.S.A). Acido
orto-fosférico 85 % (H3POa), obtenido de Fermont® (U.S.A). Resina Poliamida 6
(tamarfio de particula (50-160) um de Sigma-Aldrich® (Alemania) y resina amberlite ®
XAD HP 20-60 mesh Sigma-Aldrich® (Francia). Cultivo Chr. Hansen termofilico para
yogurt YC-X11 50U YoFlex ® (Dinamarca). Cultivo Chr. Hansen lactico termofilico ST-
M5 50U (Dinamarca), cuajo liquido 3 mufiecas®

7.2.2. Recoleccién y preparacion de las muestras

La recoleccion del helecho Pteridium spp. (P. aquilinum caudatum var. caudatum
y P. esculentum var. Arachnoideum) se realiz6 de manera aleatoria. Se tomaron muestras,
tanto de helechos tiernos como maduros, en el Cerro de la Muerte, Cartago y San José,
(9°34'00"N 83°45'00"0). Los helechos se almacenaron a temperatura ambiente y
protegidos de la luz, y se prepararon para el proceso de liofilizacion. Posteriormente, se
molieron hasta obtener un polvo fino y se almacenaron a 10 °C en bolsas o frascos,
protegidos de la humedad, el calor y la luz.

La leche utilizada fue provista por la Estacion Experimental de Ganado Lechero

Alfredo Volio Mata de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias de la UCR, ubicada en


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Cerro_de_la_Muerte&params=9.56666667_N_-83.75_E_type:mountain
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Ochomogo, Cartago, y correspondid a leche de vaca (Bos taurus) procedente de animales
de raza Jersey. El ganado se encontraba sano y se garantizé que la leche estuviera exenta
de biotoxina, ya que la estacion ganadera se encuentra libre del helecho. Las muestras de
leche se almacenaron a 4 °C por un periodo no mayor a 36 h y fueron transportadas al

lugar de los ensayos manteniendo la cadena de frio por medio de hieleras sanitizadas.

7.2.3. Preparacion de extracto concentrado en ptaquiloésido (PTA) a partir del
helecho (Pteridium spp)

El PTA fue aislado y purificado siguiendo la metodologia descrita por Rasmussen
et al (2005), Aranha et al. (2014) y Clauson-kaas et al. (2016), con modificaciones. Se
mezclaron 100 g de polvo de helecho con 500 mL de agua destilada mediante agitacion
en bafio ultrasonico durante 60 min, luego se filtro el extracto y se concentré para eliminar
la mayor cantidad de agua.

Posteriormente, el extracto concentrado se hizo pasar por una jeringa empacada con
10 g de resina poliamida 6 de tamafio de particula (50 -160) um, Sigma-Aldrich, adaptada
a una camara de vacio. Una vez que se aplicd el extracto concentrado, éste fue eluido con
100 mL de agua destilada, aplicando ligeramente vacio en caso de ser necesario, para
favorecer la elucion de la muestra. El extracto colectado se pasé por una columna de
vidrio de tamafio aproximado de 2,5 cm de didmetro por 33 cm de longitud y empacada
con 100 g de resina Amberlite XAD2 (Supelco), que fue activada con metanol y
enjuagada con agua. Seguidamente, el extracto se lavo con 150 mL de agua destilada y
fue eluido con 150 mL de etanol, y luego se concentr6 en un rotavapor hasta sequedad,
utilizando una temperatura no mayor a 42 °C.

El extracto se congelo, se liofilizd y, posteriormente, se realiz6 su conversion de
PTA a PTB. Para su cuantificacion, 2 mL del extracto acuoso de PTA se llevaron hasta
un pH de 11 con NaOH 1 mol/L y se coloco en bafio de agua a 45 °C durante 60 min,
después se dejo enfriar y se llevo hasta pH < 2 con HCI 5 mol/L, para finalizar la
conversion de PTA a PTB. El extracto fue finalmente extraido con 3 porciones de
diclorometano de 1 mL cada una.

Los extractos se colectaron y se concentraron en un rotavapor a una temperatura no
mayor a 42°C, el residuo se reconstituy6 con 2 mL de metanol: agua 50:50 grado HPLC,
se paso a través de un filtro de 0,45 um y se depositd en un vial para HPLC de vidrio

color ambar, para su posterior cuantificacion mediante HPLC-DAD a 260 nm. A partir
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del extracto concentrado, se prepar6 una disolucion de PTA (4 — 6) mg/L en agua
desionizada para posteriores analisis, y se analizd por triplicado mediante conversion de

PTA a PTB para conocer la concentracion exacta.

7.2.4. Estabilidad y prevalencia de la biotoxina en leche y subproductos lacteos

7.2.4.1.Efecto de la pasteurizacion sobre la estabilidad del ptaquilésido en leche
bovina contaminada

A partir de la disolucién de (4 — 6) mg/L PTA, se contaminaron muestras de leche
fresca cruda bovina a concentraciones de 250 ng/mL, 500 ng/mL y 750 ng/mL. La leche
contaminada se sometié a un proceso de pasteurizacion a partir del mismo lote, con el fin
de evaluar si los cambios de temperatura y el tiempo de exposicion eliminarian total o
parcialmente el contenido de ptaquil6sido en leche.

El proceso de pasteurizacion utilizado consistio en someter la leche a un
calentamiento hasta alanzar 65 °C, temperatura que se mantuvo constante durante 30 min,
y luego se enfrié por shock térmico a 10 °C, siguiendo los procedimientos descritos por
Chacdn (2003). La leche pasteurizada se envasé en recipientes esterilizados para evitar
alguna contaminacion que pudiera alterar los resultados y para mantener su vida util.
Posteriormente, se analizé el contenido de ptaquilésido en la leche, mediante HPLC-DAD
y se sigui6 la metodologia de extraccion y cuantificacion detallada en los apartados 6.2.5,
6.2.6y6.2.7.

Para determinar la estabilidad de la biotoxina durante el almacenamiento de las
muestras de leche, se guardaron porciones de leche contaminada debidamente empacadas
y una porcion sin contaminar como medio de control, y se mantuvieron en refrigeracion.
Estas porciones se analizaron por triplicado a las 0 semanas, 1 semana y 2 semanas

durante el periodo de almacenamiento, considerando la vida Gtil del producto.

7.2.4.2.Elaboracion artesanal de queso a partir de leche contaminada con PTA

A partir de las leches crudas contaminadas con ptaquildsido a concentraciones de
250 ng/mL, 500 ng/mL y 750 ng/mL, se continu6 con la elaboracion de queso blando. Se
elabor6 un Unico lote de produccion, para lo que siguid la metodologia descrita por
Chacon (2003) (Figura 25). La temperatura a la que se preparo el queso fue de 25 °C
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aproximadamente y se adicion0 a la leche el cultivo lactico en una proporcion de volumen
de 1:50 (cultivo: leche). La mezcla se realiz6 en un recipiente de acero inoxidable
previamente lavado y se agitod con una cuchara grande. Seguidamente, la mezcla se dejé
en reposo durante 30 min, después de los cuales se continu6 con el proceso de
coagulacion, en el que la temperatura se mantuvo a 39 °C. Durante la coagulacién, se
midio la temperatura en el centro del recipiente con un termémetro limpio, se adiciond
lentamente el cuajo liquido en una proporcion aproximada de 0,07 mL por cada litro de
leche y se agitd vigorosamente por 3 min. Finalmente, la mezcla se dejo reposar durante
35 min y se verifico que el punto de corte fuera el adecuado haciendo presion sobre la
pared del recipiente, si se despegaba facilmente sin dejar pedazos en la pared, el punto de
corte era el correcto, de lo contrario se esperaron 5 min méas. Una vez que estuvo lista la
cuajada, se cortd en cuadros pequefios con una lira para dejar salir la mayor cantidad de
suero posible, también se batio6 la cuajada para mejorar la salida del suero. Luego, se agito
lentamente por 5 min y se dejo reposar durante 15 min; para favorecer el desuerado se
adicion0 agua a una temperatura aproximada de 60 °C (200 g de agua por cada kilogramo
de leche cortada en queso), en cuyo caso se continud agitando la cuajada.

Posteriormente, se separ6 aproximadamente el 70 % del suero para ser analizado
posteriormente y la cuajada se dejé escurrir a través de una manta. Seguidamente, se
recogid en un recipiente y se guardd para la posterior extraccion y determinacion de PTA.
Se dejo6 una parte del queso sin salar y otras dos partes fueron saladas al 1 % y 2 %, con
el fin de determinar el efecto de la fuerza i6nica sobre la estabilidad del ptaquilésido; la
sal se calent6 con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua. Finalmente, se realizo el
moldeo, con moldes de plastico PVC redondos que se cubrieron con un lienzo y se
Ilenaron con la cuajada, a la que se le aplicé una pequefia presion para compactarla mejor;
luego se voltearon los moldes tres veces en intervalos de 15 min. Seguidamente, los
moldes se dejaron reposar por 3 h y se sacaron los quesos, que fueron almacenados en
refrigeracion

Se guardaron porciones debidamente empacadas del producto obtenido y se
mantuvieron en refrigeracion. Estas porciones se analizaron en cuatro tiempos durante su
almacenamiento: a las 0 semanas, 1 semana, 2 semanas y 3 semanas, considerando la vida
atil del producto.

Tanto a las muestras de suero como a las de queso, se les realizo la cuantificacion
de biotoxina para determinar si el procedimiento de elaboracion de queso afectd la

concentracion inicial y si hubo pérdidas en el suero, la cuantificacion se realizé justo
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posterior a su elaboracién (0 semanas). A partir del queso almacenado se tomo6 una
muestra del suero obtenido a partir del desuerado natural del queso blando durante su
almacenamiento, fueron analizadas por triplicado, luego de estar almacenadas por un mes,

con el fin de evaluar la retencion de biotoxina en el suero con el tiempo.

PTA (250 ng/mL, 500 ng/mLy 750 ng/mL) Leche

Maduracién de la leche
Cultivo lactico liofilizado (inoculacion cultivo lactico 0,5
% a 2 %, 25 °C/ 30 min

Cuajo Coagulacién (35 °C/ 30 min)

Cortado de la cuajada (cuadritos
1cmd)

Agua 60 °C Desuerado (agitacién 5 min,
reposo 15 min)

Prensado Suero

Salado (sal calentada 5 min) 1 %

sal (Nacl) 2%

Moldeado

Empacado final
(almacenamiento 4 °C)

Figura 25. Diagrama de proceso para la elaboracion de queso blando para la evaluacion de la estabilidad y prevalencia
del PTA.

7.2.4.3.Elaboracion artesanal de yogurt a partir de leche contaminada con PTA

Mediante la elaboracion de yogurt, se pudo determinar el efecto de la acidez sobre
el contenido de ptaquilésido y su prevalencia en un producto lacteo distinto del queso
blando. Se elaboré un Unico lote de manera artesanal, siguiendo el procedimiento descrito
por Chacon (2003) y Zielinski, Toledo, Sotorani et al (2013) (Figura 26). Se calenté un
litro de leche hasta llegar a aproximadamente 85 °C por 30 min (justo antes de que hierva)
para pasteurizar el medio, luego se enfrié rapidamente hasta 46 °C, al sumergir el
recipiente en el que se calentd la leche en un contenedor lleno de agua con hielo; por

ultimo, se retiré cuando el termémetro indicé una temperatura de 47 °C (Zielinski,
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Toledo, Storani, & et al., 2013). Posteriormente, se realiz6 la contaminacion de las
muestras de leche a tres concentraciones de PTA: 250 ng/mL, 500 ng/mL y 750 ng/mL.
Se agregaron 60 g de leche en polvo y 60 g de azucar mientras la leche se estaba enfriando
para obtener entre 12 % y 18 % de contenido de solidos; una vez agregados, se agitd
suavemente para evitar la formacion de grumos.

Se adiciono el cultivo iniciador liofilizado directamente a la leche, segln la
recomendacion del proveedor, y se agité suavemente, manteniendo la temperatura
cercana a 45 °C. De acuerdo con la recomendacion del proveedor, por lo general se
recomienda unos 5 g por cada litro. Luego se coloco el recipiente en donde se realizo la
elaboracion en un tanque con agua a 42 °C (nunca menos de 37 °C). Es muy importante
que el bafio mantenga esta temperatura constante durante la incubacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, las muestras se mantuvieron en
refrigeracion a 6 °C durante (3 — 4) h, con el fin de que el nivel de acidez fuera el
adecuado, ya que no se recomienda que alcance valores de pH menores a 4,2 después de
enfriar y almacenar. De igual forma, se evitd la produccion de agua en la superficie por
la contraccion de las proteinas coaguladas. El yogurt se batid y se envasé en recipientes
plasticos limpios que se almacenaron en refrigeracion.

Seguidamente se cuantifico el contenido de ptaquilésido en el yogurt para
determinar si la elaboracién afecta la estabilidad y prevalencia de la biotoxina,
especificamente, segun el grado de acidez.

Se guardaron porciones debidamente empacadas del producto obtenido, que se
mantuvieron en refrigeracion, y se analizaron por triplicado en tres tiempos (0 semanas,

1 semanay 2 semanas), considerando la vida util del producto.
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Tratamiento térmico
(85 °C /30 min)

PTA (250 ng/mL, 500 ng/mLy
750 ng/mL)

Leche en polvo y aztcar Enfriamiento 45 °C

Cultivo lactico liofilizado Inoculacién 45 °C

Incubacién 37 °C- 42 °C,
(4-6) h

Enfriamiento 6 °C, pH 4,3-
4,5,(3-4) h

Batido (rompimiento del
gel) durante enfriamiento

Empacado

Almacenamiento 4 °C- 8°C

Figura 26. Diagrama de proceso para la elaboracion artesanal de yogurt para la evaluacion de la estabilidad y
prevalencia del PTA.

7.2.4.4.Cuantificacion de biotoxina en leche y subproductos lacteos

Para la precipitacion de proteinas, la muestra de leche bovina fresca y las muestras
de yogurt se trataron con 3 mL de metanol, agitdndolas en bafio ultrasénico por 15 min.
Se utilizé un aproximado de 2 mL de leche, 2 mL de suero y 2 g para yogurt y queso por
triplicado para cada caso. En el caso del queso, este se macerd con metanol, luego todas
las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min y se filtraron. El sobrenadante se tratd
con 3 mL de acetonitrilo para la precipitacion de lipidos y se agit6 en bafio ultrasonico
por 15 min mas. Por otro lado, se realizd la conversion de PTA a PTB al liquido
sobrenadante, utilizando las mismas cantidades de NaOH y HCI que en las muestras de
helecho, y se incubd a 45 °C durante 60 min. Posteriormente, las muestras se diluyeron
con 30 mL con agua destilada, se congelaron y se liofilizaron. Finalmente, el extracto
seco se reconstituyd con 2 mL de una disolucion metanol: agua (50:50), se paso a través
de un filtro de 0,45 um y se depositd en un vial para HPLC de vidrio color ambar para su

posterior cuantificacion mediante HPLC-DAD.
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Para la cuantificacion, se analiz6 una porcion sin conversion de PTA a PTB y otras
con conversion. La biotoxina se determind como la cantidad de PTA presente
originalmente en la muestra; sin embargo, en caso de detectar degradacion significativa,

se cuantificd como biotoxina total en otras formas toxicas del sesquiterpeno.

7.2.5. Preparacion de curva de calibracion

El contenido de biotoxina se cuantifico mediante una curva de calibracion realizada
a partir de un estandar de alta pureza de PTB, en un rango de valores de (0,30 — 3,00)
mg/L (Calderdn et al., 2014; S&nchez & Secaira, 2014).

Para la preparacion de la curva de calibracion, se pesaron 0,001 g de estandar, que
se disolvieron en metanol y se aforaron hasta 100 mL para obtener una concentracién
final de 10 mg/L. De esta disolucidn se prepararon estandares de 0,3 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0
mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L y 3,0 mg/L, estos se aforaron con metanol grado HPLC, se
filtraron a través de un filtro de 0,45 um y se guardaron en viales para HPLC de vidrio

color &mbar.

7.2.6. Anélisis instrumental

Para la cuantificacion se utiliz6 un sistema HPLC Agilent 1200 (constituido de una
bomba de vacio desgasificadora, un automuestrador, una bomba binaria y un
compartimento para columna termoestable, marca Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA), se inyectaron 90 pL a una columna analitica phenomenex (Luna® 5 um C18
(2) 100 A, LC Column 250 x 4.6 mm, Ea) con precolumna (Zorbax plus C18, 5 pm
particle size, 4.6 x 12.5 mm), a una temperatura de 25 °C. La fase mdvil correspondio a
agua con HsPO4 0,1 % (eluente A) y metanol (eluente B). El gradiente de elucion fue
isocratico 50 % de B y 50 % de A, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, durante 13,5

min.
7.2.7. Analisis estadistico
El analisis de los datos se realizo mediante pruebas de analisis de varianza ANOVA

y comparacion de medias por Tukey y t-Student ambas con un 95 % de confianza, boxplot

y analisis bivariado utilizando los software estadisticos de Minitab 18 y JMP 8.
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7.3.Resultados y discusion

Se ha estimado que el PTA es inestable, ya que puede degradarse en medios acuosos
a través del tiempo y en presencia de luz (Rasmussen et al, 2005). No obstante, ain no
hay estudios sobre la estabilidad de PTA disuelto en la leche y se han encontrado algunas
interrogantes como la prediccion de que la biotoxina todavia estd presente después del
procesamiento habitual de la leche y sus subproductos e incluso después de
procedimientos rutinarios e industriales como la pasteurizacion, la evaporacion y
homogenizacién (Francesco et al., 2011). Por otro lado, hay estudios que han logrado
determinar que el PTA en medios con un pH entre 3y 5 podrian degradarse relativamente
rapido debido a la hidrolisis de la molécula (Rasmussen et al., 2003a, b). Los estudios de
estabilidad han sido realizados en muestras de suelo en los que se ha determinado la
evidente degradacion de la biotoxina por factores como la acidez, el contenido de arcilla,
el contenido de carbono y la actividad microbiana. Sin embargo, en muestras lacteas no
se han determinado factores que contribuyan a disminuir o degradar la biotoxina en el
medio (Alonso-Amelot y Avendafio 2002).

Con el fin de llenar estos vacios, en el presente estudio, se realizé un muestreo de
leche bovina libre de PTA, gque se contaming a tres concentraciones de PTA (250 ng/mL,
500 ng/mL y 750 ng/mL), a partir de un extracto concentrado aislado del helecho
Pteridium; seguidamente, las muestras fueron sometidas a procesos de pasteurizacién y

elaboracion de queso tipo blando y yogurt azucarado.

Los cambios en la concentracion de PTA en las muestras de leche antes del
procesamiento y después de la pasterizacion y elaboracién de queso y yogurt, se muestran
en la Cuadro 5, al igual que la concentracién de PTA del suero obtenido durante el

desuerado del queso blando.
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Cuadro 5. Efecto del procesamiento de productos lacteos sobre la biotoxina en tres

niveles de contaminacion de PTA, analizada mediante HPLC-DAD 260 nm.

Concentracion de biotoxina (mg/L y mg/kg)

Producto lacteo Nivel biotoxina

Antes de procesamiento

Después de procesamiento

Bajo 0,185 + 0,004 0,220 +0,016
Leche Medio* 0,338 £0,018 0,423 £0,016
Alto 0,477 £0,016 0,503 0,023
Bajo 0,181 +0,009 0,164 + 0,009
Yogurt Medio 0,356 £ 0,037 0,337 £ 0,035
Alto 0,484 £ 0,050 0,360 £ 0,077
Bajo* 0,156 + 0,001 0,280 + 0,006
Queso ** Medio* 0,301 £ 0,007 0,166 + 0,006
Alto* 0,569 £ 0,023 0,211 +£0,010
Bajo* 0,156 + 0,001 0,061 + 0,002
Suero Medio* 0,301 £ 0,007 0,107 £ 0,001
Alto* 0,569 £ 0,023 0,178 £0,025

*Existen diferencias estadisticamente significativas en las muestras antes de la elaboracion y después de la elaboracion
con una 95 % de confianza.
** Determinacion realizada para el queso con 0 % de sal.

Para estimar las diferencias entre los resultados antes y después del
procesamiento, se realiz6 una prueba de t-Student. De acuerdo con los resultados, se
concluye que no hay evidencia estadistica (p>0,05) de errores sisteméaticos en las
mediciones y que no hay diferencias significativas en la concentracion de biotoxina antes
y después de la pasteurizacion, tanto para las concentraciones bajas de PTA como para
las concentraciones altas. No obstante, se pudo determinar que la pasteurizacién degrada
todo el PTA a PTB, por lo que las cantidades expresadas como biotoxina total no
muestran diferencias. De igual forma, en el caso del yogurt, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, ya que la elaboracion de yogurt no altera la estabilidad y
prevalencia del PTA que se encuentra originalmente en la leche contaminada, pero un pH
de 4 en el medio podria degradar el PTA presente de un 6 % a 25 %. Sin embargo, este
resultado no se considera significativo, ya que se atribuye la pequefia disminucién en la
concentracion a la conversion de una parte de PTA a PTB, debido a la elaboracion del

producto.
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En el caso del queso, se pudo determinar una disminucion importante en las
concentraciones medias y altas de PTA, ya que se reportd 45 % y 63 % de disminucion,
respectivamente. Los resultados expuestos se corroboran con la cuantificacion de PTA en
sueros obtenida durante el desuerado, pues se observo una pérdida de PTA cercana al 60
% para todas las concentraciones evaluadas. Este resultado era esperable, ya que el PTA
es muy soluble en agua; no obstante, qued6 un porcentaje importante retenido en la matriz
del queso. Finalmente, la prueba de t-Student para quesos y sueros evidencia diferencias
significativas (p<0,05) en la concentracion de biotoxina antes y después del
procesamiento, producto de la degradacion e inestabilidad de la biotoxina en dichas

matrices, asi como de la complejidad de la elaboracion y condiciones del medio.

Se realiz6 un estudio de degradacion de la biotoxina en leche bovina cruda
contaminada a tres niveles de concentracion de PTA y almacenada en refrigeracion (2 —
8) °C, durante dos semanas (Figura 27). Ademas, mediante analisis estadistico ANOVA
se determinaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion final de
biotoxina a distintos tiempos de almacenamiento con un 95 % de confianza. Estos
resultados indican que la biotoxina presente en las muestras de leche bovina se degrada
con el tiempo. Ademas, se observé una disminucion mas importante durante la segunda
semana de almacenamiento, momento en el que la leche cruda ya presentaba carga
microbiana, por lo que la disminucién se podria atribuir al crecimiento de bacterias

capaces de utilizar PTA como fuente de energia (Rasmussen et al., 2005).

0,70 1
0,60 A
0,50
0,40
0,30

0,20

pasteurizada (mg/kg)

0,10

0,00

Concentracién biotoxina en leche

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto

00 Semanas E1 Semana B2 Semanas

Figura 27. Concentracion de biotoxina en leche bovina pasteurizada (mg/kg) en tres niveles de contaminacién y dos
semanas de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C, analizada mediante HPLC-DAD 260 nm.
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No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en el contenido de PTA a
diferentes niveles de concentracion, por lo que se concluye que la cantidad de biotoxina
no es afectada por la cantidad de PTA presente inicialmente. Las muestras presentaron
una degradacion de 73 %, 72 % y 77 % para nivel bajo, medio y alto de concentracion de
PTA, respectivamente y hasta la ultima semana. Adicionalmente, se determind que la
concentracion de biotoxina no se afecta por la interaccion entre el tiempo de
almacenamiento y el grado de contaminacion de PTA por lo que, para este estudio, el
grado de contaminacién con la biotoxina no interfiere en el efecto del tiempo sobre la

concentracion de PTA.

El andlisis bivariado confirma que la leche bovina (Figura 28a) muestra una
disminucion de la concentracién de la biotoxina con el tiempo de almacenamiento hasta
las 2 semanas, sin embargo, no se observo una interaccion de tiempo con la concentracion
de PTA. Por otro lado, se observo que el tiempo de almacenamiento afecta de igual forma

la degradacion de PTA, independientemente de la concentracion inicial de la biotoxina.
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Figura 28. Andlisis estadistico bivariado del contenido de PTA (mg/kg) con el tiempo de almacenamiento a 8 °C y
cambio en la concentracion de sal para el queso tipo blando. a) Leche bovina, b) Yogurt azucarado, c) Queso tipo
blando a diferentes concentraciones de sal, d) Queso tipo blando almacenado.
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Figura 29. Concentracion de biotoxina en yogurt azucarado (mg/kg) en tres niveles de contaminacion y dos semanas
de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C, analizada mediante HPLC-DAD 260 nm.

Las muestras de yogurt azucarado también fueron sometidas a un estudio de
estabilidad por almacenamiento a 8 °C durante dos semanas, con el fin de determinar el
curso temporal de la degradacion de PTA y la variacion resultante por el pH en un
subproducto lacteo acido como el yogurt (Figura 29). Mediante un analisis ANOVA se
determind que existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al tiempo
de almacenamiento y el nivel de PTA, con un 95 % de confianza. De igual forma, existen
diferencias entre la concentracién final de biotoxina a distintos tiempos de
almacenamiento, con un 95 % de confianza, por lo que se concluye que el tiempo si
degrada la biotoxina presente en las muestras de yogurt azucarado. Conforme pasa el
tiempo de almacenamiento a 8 °C, se observa una disminucién en la concentracion de

biotoxina final.

No se obtuvo una interaccion significativa (p>0,05) entre el tiempo y la
concentracion de PTA (Figura 28b); sin embargo, se observa una menor pendiente para
el nivel bajo, por lo que es posible que el tiempo afecte mas a la degradacién de
concentraciones altas y medias de PTA. A la primera semana de almacenamiento a 8 °C,
toda la biotoxina se encontraba presente como PTB, y después de la segunda semana de
almacenamiento, se observé un ligero aumento en la concentracion, debido a otras formas
de la biotoxina que pudieron transformasen también a PTB, lo cual correspondié a un
aumento de 65 %, 56 % y 15 % para el nivel de concentracion bajo, medio y alto,

respectivamente.
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La fermentacion lactea disminuye el pH de la leche hasta 4,2 - 4,5 (Wang et al.,
2010), producto de la formacion de acido lactico, lo que podria degradar el PTA presente.
Otros estudios realizados en suelos determinaron que el PTA encontrado en medios con
pH 3 - 5 deberia degradarse relativamente rapido, producto de la hidrolisis, y originaria
la formacién de pterosina B, mismo efecto que se comprobd justo después de su

elaboracion en las matrices lacteas (Rasmussen et al., 2005).

Por otro lado, la degradacién de PTA es dependiente de la temperatura, por lo que
almacenar los productos en refrigeracion reduciria la degradacion en comparacion con un
almacenamiento a 25 °C (Rasmussen et al., 2005); no obstante, una semana después de
la preparacién, el PTA se convierte totalmente a PTB, aln con almacenamiento en
refrigeracion a 8 °C. Estas investigaciones demuestran claramente que el PTA puede
existir en un producto acido como el yogurt durante periodos cortos de tiempo, mas aln

en almacenamiento a bajas temperaturas.

Los quesos formulados fueron sometidos a un estudio de estabilidad por tres
semanas, los resultados se presentan en la Figura 30. Se observaron diferencias relevantes
en la concentracion de PTA a diferentes niveles de concentracion, con un 95 % de
confianza, por lo que se deduce que la concentracion de biotoxina se ve afectada de
diferente forma seguln la cantidad presente de PTA inicialmente. En general, se determin0

que el tiempo si degrada la biotoxina presente en las muestras de queso blando.
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Figura 30. Concentracién de biotoxina en queso tipo blando (mg/kg) en tres niveles de contaminacion de PTA y
concentracion de sal (0 %, 1 % y 2 %) y dos semanas de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C, analizada mediante
HPLC-DAD 260 nm.
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A partir del estudio de diferentes concentraciones de sal (0 %, 1 % y 2 %), se
determiné que no existen diferencias significativas en el contenido de PTA segln la
concentracion de sal, con un 95 % de confianza. Por lo tanto, el contenido de biotoxina
no se ve afectada por la fuerza idnica, segun los niveles evaluados; estos resultados se

pueden observar graficamente, mediante el analisis bivariado (Figura 28c).

Cabe destacar que, aungue los quesos fueron elaborados a partir de leche cruda sin
pasteurizar, se evalud la presencia de la biotoxina inclusive hasta tres semanas después
de su elaboracion, cuando los quesos ya no eran aptos para su consumo. La interaccion
entre el tiempo de almacenamiento, la concentracion de sal y el nivel de contaminacién
de PTA, no es significativa. Sin embargo, la interaccion del tiempo de almacenamiento
con el nivel de contaminacion de PTA si es significativa (p < 0,05), por lo que el nivel de

contaminacion de PTA afecta el efecto del tiempo sobre la degradacion de la toxina.

Parael nivel bajo de PTA, no se observa un efecto del tiempo sobre la concentracion
de la biotoxina. Los estudios bivariados muestran que, a mayor tiempo de
almacenamiento, se observa una disminucion en la concentracion de biotoxina final para
el nivel medio y alto de PTA, por lo que se podria atribuir una degradacion de la biotoxina
en el medio despueés de un periodo de almacenamiento a 8 °C, para estos niveles (Figura
28d).

El queso es un producto con actividad de agua (aw) muy elevada, cercana a 0,95, lo
que aumenta la posibilidad de proliferacion bacteriana. No obstante, si el queso es
elaborado a partir de leche cruda sin pasteurizar, la carga microbiana es mayor, por lo que
la vida util del queso es menor. Si se asocia el hecho de que una mayor cantidad de
microorganismos en el medio pueden degradar a mayor velocidad la materia organica
presente, el PTA en el medio se degradaria también, lo que explicaria que el contenido de
biotoxina en los quesos disminuye en el medio. Sin embargo, cabe destacar que en el
medio pueden estar presentes otras formas de la biotoxina que, con el tiempo, se pueden
transformar en PTB, lo que puede generar un aumento de la biotoxina en forma de PTB
y se podria asociar a la fluctuacion en la concentracién de biotoxina en los quesos.
Adicionalmente, no en todos los quesos existe un desuerado homogéneo, por lo que las

pérdidas de biotoxina en los quesos pueden variar.

El desuerado durante la elaboracion de quesos eliminé en un (15 - 17) % la cantidad
inicial de biotoxina como PTA en la leche contaminada, utilizada independientemente de
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la concentracion de PTA presente originalmente en la leche. Asimismo, el suero de los
quesos blandos, almacenados durante 30 dias, presentd mayores concentraciones de
biotoxina que los encontrados en el suero obtenido durante el desuerado de la elaboracion
(Figura 31). Adicionalmente, se demostrd que los quesos con menor concentracion de
PTA presentaron una mayor péerdida de esta (16 - 30) % en comparacion con los quesos
de concentracion media (15 - 20) % y alta 23 %, por medio del desuerado natural del
queso blando después de un mes de almacenamiento de los quesos. Cabe destacar que
los quesos con concentracion alta de biotoxina presentaron menos pérdida de suero, por
lo que no fue posible realizar la cuantificacion de biotoxina en los SCA 1 % sal y SCA 2

% sal, ya que no se generd suero (Figura 31).

BDia de la elaboracion
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Figura 31. Concentracion de biotoxina en el suero del queso tipo blando (mg/kg) en tres niveles de contaminacion de
PTA (baja (SCB), media (SCM) y alta (SCA), medidas al dia de la elaboracion y en tres niveles de concentracion de
sal (0%, 1 %y 2 %) y al mes de almacenamiento en refrigeracion a 8 °C, analizada mediante HPLC-DAD 260 nm.

A partir de un andlisis de varianza ANOVA y prueba de comparaciones maltiples
de Tukey se estima que existen diferencias significativas en la concentracion de biotoxina
proveniente de los quesos al dia de la elaboracién como al mes de la elaboracion, para

tres niveles de concentracién de biotoxina, con un nivel de significancia de 0,05.

Los sueros de los quesos con menor contenido de sal (bajo y medio) presentaron
mayor retencién de biotoxina, lo que implica una menor prevalencia de la biotoxina en la
red proteica del queso. En el caso de los sueros de los quesos con concentracion media,
no se observaron diferencias significativas con un 95 % de confianza en la retencion de

biotoxina entre los sueros provenientes de quesos con 0 % y 1 % de sal; sin embargo, en
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el queso con 2 % de sal, si se observo una retencion de biotoxina menor y una mayor
prevalencia de esta en el queso, en comparacién entre los quesos con misma
concentracion de biotoxina. Por lo tanto, a mayor contenido de sal, mayor fuerza ionica,
menor retencidn de biotoxina en el suero y, podria estimarse, mayor prevalencia en la
matriz del queso, sin presentarse variacion en la cantidad de desuerado segun la

concentracion de sal del queso.

7.4.Conclusiones

La pasteurizacién contribuye a una disminucion de la biotoxina como PTA,
producto de la degradacion de PTA a PTB y, a su vez, éste se degrada hasta la segunda
semana de almacenamiento en refrigeracién a 8 °C, cuando su consumo ya no es éptimo.
La disminucion del pH a un valor cercano a 4, que se alcanza durante la elaboracion de
yogurt, no altera el contenido de PTA, ya que éste persiste en su forma quimica natural
después de un periodo de 1 semana en refrigeracion a (2 - 8) °C.

El desuerado, producto de la elaboracion de queso tipo blando, puede eliminar
hasta un 17 % del PTA; de igual forma, se pudo determinar una disminucion importante
de PTA para los quesos con concentraciones medias y altas de PTA, que aumenté con el
tiempo de refrigeracion de (2 - 8) °C, hasta el final de su vida til.

Se evidencié que los quesos con concentracion alta de biotoxina presentaron
menos pérdida de suero y los sueros de los quesos con menor contenido de sal presentaron
mayor pérdida de biotoxina durante el almacenamiento, lo que implica una menor

prevalencia en la red proteica del queso.
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CAPITULO 8: DISCUSION GENERAL

En Costa Rica y alrededor del mundo, se ha identificado la abundante presencia
del helecho Pteridium, que se reconoce como un problema inminente para los animales
en pastoreo y los seres humanos, ya que contiene importantes cantidades de la biotoxina
ptaquilésido, asociada a padecimientos como la hematuria enzootica bovina en animales
y el cancer gastrico en humanos (Fletcher et al., 2011). A pesar de los estudios realizados
a través del tiempo y la evidencia cientifica existente en torno a su toxicidad, aun falta
mucho por estudiar. ¢Existe en Costa Rica un debido control de las zonas de pastoreo y
areas lecheras con el fin de disminuir la presencia de PTA en leche?, ¢ Las autoridades de
salud estan realmente enteradas de los riesgos asociados a la presencia de la biotoxina en
la leche? Quizéas existan muchas otras preguntas; sin embargo, la respuesta puede ser en
muchos casos negativa, lo que es verdaderamente preocupante. Por esta razén, debe
existir un trabajo en conjunto entre el sector agropecuario y el sector de salud, para tomar
medidas que disminuyan los riesgos asociados.

Desde la década de los 90s, en Costa Rica no se han realizado estudios al respecto.
Si bien los aportes realizados por el investigador Jorge Villalobos han sido de suma
importancia (Villalobos-Salazar., 1987; Villalobos-Salazar et al., 1989), el problema
sigue existiendo casi dos décadas después. Los resultados realizados en el presente
estudio reportan que Costa Rica es un pais con alta presencia del helecho en zonas de
pastoreo, que evidentemente existe presencia de la biotoxina en la leche de origen bovino
en concentraciones de hasta 9,71 pg/L, reportadas hasta el momento, pero que podrian
ser mayores en otras zonas del pais. No obstante, no se esta tratando de erradicar el
problema desde su origen, ya que no se esta llevando a cabo la erradicacion de malezas
ya sea de forma fisica o quimica.

Contar con un método estandarizado y validado, permitira realizar méas estudios
relacionados con el tema, incluso el monitoreo de la biotoxina en la leche y subproductos
lacteos, el involucramiento de aspectos fisiologicos y bioguimicos con respecto a la
produccion de PTA en helechos y su excrecion en leche. Ademas, se podra comprender
y predecir mejor la aparicion de este carcindgeno en el medio ambiente y su exposicion
a los seres humanos.

A partir de este estudio, se contemplan los primeros hallazgos en relacion al

contenido de ptaquildsido en dos variedades de helecho, de gran abundancia en Costa
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Rica, P. aquilinum caudatum var. caudatum y P. esculentum var. Arachnoideum. Se
analizo la variabilidad y distribucion de la biotoxina en los raquis, frondas y tallos de los
helechos, para los que se obtuvieron valores de (47,9 + 1,9) mg/kg en raquis, (32,3 + 1,2)
mg/kg en tallos y (46,8 + 4,1) mg/kg en frondas para P. aquilinum caudatum var.
caudatum, y (119,8 + 2,9) mg/kg en raquis, (44,0 £ 2,0) mg/kg en tallos, (21,4 + 3,3)
mg/kg en frondas para P. esculentum var. Arachnoideum. De acuerdo con los resultados,
P. arachnoideo presentd un 60 % mas de biotoxina concentrada en los raquis en
comparacion con la especie P. caudatum.

Se sabe que la leche es uno de los alimentos de mayor importancia en el mundo
por su gran aporte nutricional, por lo que requiere un estricto control de calidad. Ademas
de su gran demanda alimentaria, es relevante conservar su calidad e inocuidad para
mantener la salud publica (Reyes et al., 2011). Considerando que el consumo de leche
cruda en Costa Rica puede alcanzar un 40 % en zonas como el occidente del Valle Central
del pais (Ministerio de Agricultura y Ganaderia , 2007), tanto el consumo de leche como
la elaboracion artesanal de subproductos lacteos, como yogurt y queso, implican un riesgo
para la salud si son elaborados a partir de leche contaminada con la biotoxina que no haya
sido pasteurizada.

El presente estudio confirm6 que la pasteurizacion contribuye a una disminucién
de la biotoxina como PTA, asi como a la disminucion del pH a niveles cercanos a 4
durante la elaboracién y almacenamiento de yogurt, ya que el PTA persiste en su forma
quimica natural, pero después de un periodo 7 dias en refrigeracion a (2 - 8) °C, se
encontrd una disminucion cercana al 100 % por conversion del PTA a PTB en la matriz
de yogurt. Otros aportes, como los encontrados durante la elaboracion de queso tipo
blando a partir de leche bovina cruda, indican que por el desuerado durante la elaboracion
se puede eliminar hasta un 17 % del PTA; de igual forma se pudo determinar una
disminucion importante para los quesos con concentraciones medias y altas de PTA, en
las que se reportd 45 % y 63 % de disminucion, respectivamente, que disminuy6 ain mas
con el tiempo de refrigeracion de (2 - 8) °C, hasta el final de su vida util.

Estos primeros hallazgos sobre la estabilidad y prevalencia de la biotoxina en
leche bovina y subproductos lacteos permitiran extremar las medias de inocuidad
alimentaria, asi como fomentar el debido tratamiento térmico que, ademas de eliminar la
carga microbiana, favorece la disminucion de la biotoxina ptaquil6sido, que podria estar
presente en la leche utilizada para el consumo directo o la elaboracion de productos como

yogurt azucarado y queso blando.
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CAPITULO 9: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Conclusiones

- La extraccién en agua de helechos Pteridium liofilizados y pulverizados, con
purificacién en poliamida y amberlite®, y la posterior conversion de PTA a PTB,
resulté ser una metodologia adecuada para la obtencion de un extracto
concentrado de PTA de 4,69 mg/g.

- La metodologia para la obtencion del extracto de PTA presentd una buena
linealidad, repetibilidad, recuperacién y robustez, al igual que la metodologia de
cuantificacion de la biotoxina en leche y subproductos lacteos.

- Mediante MS/MS se identifico la presencia de ptaquilésido y pterosina B en las
variedades de P. aquilinum caudatum var. caudatum y P. esculentum var.
Arachnoideum, por la presencia de picos 398 m/z y 218 m/z [M — Glu] + de PTA,
de 219 m/z [M + H] +, y el fragmento i6n dominante de PTB a 201 m/z.

- La cuantificacion por HPLC permitié determinar que la biotoxina se encuentra
presente en los raquis, frondas y tallos del helecho, y que su contenido fue muy
variable entre las distintas partes del helecho de cada especie.

- Lavariedad P. arachnoideo present6 mayor contenido de PTA en comparacion
con la especie P.caudatum; sin embargo, esta diferencia es Unicamente
significativa en los raquis.

- En cuanto al contenido de PTA en diferentes estados fenolégicos para la especie
P. aquilinum caudatum var. caudatum, se concluy6 que los helechos mas jovenes
poseen hasta un 50 % mas de PTA que los helechos con mayor desarrollo.

- A partir de la evaluacion del efecto del procesamiento, como la pasteurizaciéon y
elaboracion del yogurt, sobre la biotoxina, se determind que la pasteurizacion
degrada todo el PTA a PTB, y que la cantidad de PTB presente en la leche
pasteurizada se degrada hasta la segunda semana de almacenamiento en
refrigeracion a 8 °C, cuando su consumo ya no es éptimo.

- La preparacion de yogurt no altera la estabilidad y prevalencia del PTA presente
en la leche contaminada, por lo que un cambio del pH del medio hasta valores

cercanos a 4 no degrada el PTA presente; sin embargo, el PTA se convierte
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totalmente a PTB después de la primera semana de almacenamiento en
refrigeracion a 8 °C.

Los estudios realizados en queso tipo blando mostraron que la cantidad de
biotoxina en el queso disminuy6 con el tiempo de almacenamiento, sin embargo,
es preciso realizar méas estudios para estimar la degradacion del PTA a PTB
durante la elaboracion y almacenamiento.

Los sueros de los quesos con menor contenido de sal presentaron mayor pérdida
de biotoxina, lo que implica una menor prevalencia en la red proteica del queso.
A mayor contenido de sal, habra menor pérdida de biotoxina en el suero y, podria

estimarse, una mayor prevalencia en la matriz del queso.

9.2. Recomendaciones

Se determind la presencia de la biotoxina en la leche de origen bovino proveniente
de fincas de las zonas de Coto Brus y Zarcero, por lo que se considera importante
realizar mayores estudios sobre la evaluacion de la presencia y concentracion de
la biotoxina en leche proveniente de otras fincas ganaderas del pais.

La presencia de biotoxina en la leche implica un potencial riesgo para la salud de
los consumidores, por lo que deben tomarse medidas para disminuir los efectos
adversos que esto pueda ocasionar. Estas medidas deben contemplar desde la
eliminacién absoluta del helecho en las zonas de pastoreo del ganado, un
monitoreo constante sobre la presencia de la biotoxina en la leche y el
establecimiento de limites permitidos de PTA en la leche.

Realizar inspecciones en las zonas ganaderas y la implementacion, verificacion y
vigilancia de una normativa que regule la presencia de la biotoxina en leche.

Por otro lado, a raiz de los estudios de procesamiento, se considera primordial la
pasteurizacion de la leche y su correcta manipulacion durante el procesamiento y
elaboracion de subproductos, asi como la vigilancia de las fuentes de agua que

pueden contaminarse con PTA.
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APENDICE

Resumen de resultados estadisticos

Cuadro 6. Andlisis ANOVA vy prueba de comparaciones multiples tukey para estados
morfolégicos de dos especies de helecho P. arachnoideo y P.caudatum.

Morfologia Medias Varianza Tukey F F critico
Raquis arachnoideo 106,90 502,8187 A
Raquis caudatum 47,94 3,7011 B
Frondas caudatum 46,78 16,4646 B
Tallos arachnoideo 44,00 11,8745 BC 40,9713 2,8524
Tallos caudatum 28,52 43,9460 BC
Frondas arachnoideo 21,63 7,3665 C

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0,05)

Cuadro 7. Anélisis ANOVA para el estudio del efecto de pasteurizacion y sin pasteurizacion
sobre la concentracion inicial de biotoxina en tres niveles de concentracion (bajo, medio y alto)
en leche bovina.

Térmico Coef IC de 95% Valor T Valor p

Sin pasteurizar -0,0243 (-0,03971; -0,00889) -3,86 0,008
Pasteurizado 0,0243 (0,00889; 0,03971) 3,86 0,008
Nivel bajo biotoxina -0,15509 (-0,17688; -0,13329) -17,41 0
Nivel medio biotoxina 0,02264 (0,00085; 0,04444) 2,54 0,044
Nivel alto biotoxina 0,13245 (0,11065; 0,15424) 14,87 0
Sin pasteurizar* C. baja 0,00632 (-0,01547; 0,02811) 0,71 0,505
Sin pasteurizar* C. -0,01808 (-0,03988; 0,00371) -2,03 0,089
media

Sin pasteurizar* C. alta 0,01176 (-0,01003; 0,03356) 1,32 0,235
Pasteurizada* C. baja -0,00632 (-0,02811; 0,01547) -0,71 0,505
Pasteurizada* C. media 0,01808 (-0,00371; 0,03988) 2,03 0,089
Pasteurizada* C. alta -0,01176 (-0,03356; 0,01003) -1,32 0,235

Nota: probabilidad estadistica significativa (p < 0,05)



97

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Concentracion (mg/L); a = 0,05)
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Figura 32. Diagrama de pareto y prueba de comparaciones multiples tukey para estudio del efecto
de sobre la concentracion inicial de biotoxina en tres niveles de concentracion (bajo, medio y alto)

en leche bovina.

Cuadro 8. Resumen andlisis estadistico ANOVA para evaluacion del efecto de almacenamiento
en muestras de leche, yogurt y queso almacenadas contaminadas a tres niveles de concentracion

de ptaquil6sido.

Producto Término Sumade F Ratio Prob>F
cuadrados
Tiempo de almacenamiento (semanas) 0,14013 13,0663 0,3712
Leche Nivel PTA 0,16798 7,8313 0,0067
Tiempo almacenamiento™* Nivel PTA 0,02312 1,0777 0,3712
Tiempo de almacenamiento (semanas) 0,03932 6,0854 0,0297
Yogurt Nivel PTA 0,03977 3,0772 0,0834
Tiempo almacenamiento* Nivel PTA 0,01774 1,3732 0,2904
Tiempo de almacenamiento (semanas) 0,99828 26,3989 <0,0001
Nivel PTA 2,50424 33,1114 <0,0001
Tiempo almacenamiento* Nivel PTA 0,27953 3,6960 0,0291
Concentracion de sal 0,00001 0,0016 0,9681
Queso Tiempo almacenamiento* 0,01733 0,4584 0,5003
Concentracién de sal
Nivel PTA* Concentracion de sal 0,01416 0,1872 0,8296
Tiempo almacenamiento*Nivel 0,00579 0,0765 0,9264

PTA*Concentracion de sal

Nota: probabilidad estadistica significativa (p < 0,05)
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Cuadro 9. Resumen de analisis estadistico ANOVA y Tukey para evaluacion de pérdidas de
biotoxina en el suero durante la formulacidén y almacenamiento en tres niveles de concentracién

de biotoxina y concentracion de sal.

Nivel Media Tukey T Radio Prob <t
SCA 0 % sal, dia 0,1783 B 7,01 <0,001
SCA 0 % sal, mes 0,2366 A 14,54 <0,001
SCB 0 % sal, dia 0,0612 EF -8,12 <0,001
SCB 0 9% sal, mes 0,1054 CDE -2,41 0,0367
SCB 1 % sal, mes 0,0873 DEF -4,75 0,0008
SCB 2 % sal, mes 0,0572 F -8,64 <0,0001
SCM 0 %, dia 0,1070 CD -2,20 0,0521
SCM 0 %, mes 0,1433 BC 2,49 0,0318
SCM 1 %, mes 0,1569 B 4,24 0,0017
SCM 2 %, mes 0,1073 CD -3,22 <0,0001

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0,05)

Cuadro 10. Resumen de andlisis estadistico t-student para evaluacién del procesamiento sobre
la estabilidad de la biotoxina en muestras de leche, yogurt, queso y suero.

Producto Nivel Antes de Después de t critico t calculado
lacteo biotoxina procesamiento procesamiento

Leche Bajo 0,185 0,220 3,789
Medio 0,338 0,423 9,202
Alto 0,477 0,503 1,958

Yogurt Bajo 0,181 0,164 3,272
Medio 0,356 0,337 0,940
Alto 0,484 0,360 4303 2,789

Queso Bajo 0,156 0,280 ' 35,796
Medio 0,301 0,166 38,971
Alto 0,569 0,211 62,007

Suero Bajo 0,156 0,061 82,272
Medio 0,301 0,107 336,018
Alto 0,569 0,178 27,089

Nota: probabilidad estadistica significativa (p < 0,05)
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