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Resumen

Ocratoxina A (OTA) es un metabolito secundario
producido por varias especies toxigénicas de
Aspergillus y Penicillium. OTA es de gran
importancia en cuanto a la salud de los
consumidores, ya que se ha demostrado que posee
propiedades  nefrotoxicas,  inmunosupresoras,
teratogénicas y carcinogénicas; Ademas la Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC) ha clasificado la OTA como un posible
carcindogeno humano (grupo 2B) . Frecuentemente
se encuentra OTA como un contaminante en el
sector de los cereales a nivel mundial y es la
principal causa de contaminacién por micotoxinas
en el café. La recomendacion de la Comision en
cuanto a los niveles de OTA en el café¢ es de 5
ug/Kg. La presencia de OTA en el café no es
deseable, ya que puede ser utilizado como un
obstaculo al comercio, afectando a la economia de
los paises productores. En este estudio se cuantifico
la concentracion OTA en café de Atoyac de Alvarez
Gro, mediante el método de ELISA. Los niveles de
contaminacién por OTA en los granos de café de
Atoyac Gro en el rango de 6.1-93.4 pg/Kg,lo que
indica
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Abstract

OchratoxinA (OTA) is a secondary metabolite
produced by several toxigenic species of
Aspergillus and Penicillium. OTA is the great
importance in terms of the health of consumers
because has been shown to exhibit nephrotoxic,
immunosuppressive, teratogenic and carcinogenic
properties, furthermore the international Agency for
Research on cancer (IARC) has classified OTA as a
possible human carcinogen (group 2B). OTA
frequently occurs as a contaminant in cereals
worldwide and it is the main mycotoxin
contamination reported to be found in coffee. The
European Commission has not yet fixed maximum
levels for OTA in coffee, and has only given one
recommendation, in which a reference level of 5
ug/Kg. The presence of OTA in coffee is
undesirable because it may be used as a barrier to
trade, affecting the economies of producing
countries. In this study the samples were tested in
order to quantify OTA, using the immunoaffinity
ELISA method. In this study thesampleshowed
levels of contamination of OTA in the beans coffee
of AtoyacGro in range of 6.1-93.4 pg/Kg.
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Introduccion

La Ocratoxina A (OTA) es una molécula que
estd formada por wun anillo de 3,4-
dihidrometilisocumarina unido, por medio de su
grupo carboxilo y a través de un enlace tipo
amida a una molécula de fenilalanina (Fig. 1).
Esta toxina es producida por hongos
filamentosos pertenecientes principalmente a
los  géneros  Aspergillus, Fusarium 'y
Penicillium.De acuerdo con la amplia
distribucion de los hongos productores de OTA,
se puede decir que esta toxina es de distribucion
mundial, por lo que se encuentra contaminando
productos como frutos secos, cereales, granos
de café, vinos, cerveza, alimentos de origen
animal y especias (Miller, 1995; Jaimezet al.,
2003; Luna ef al., 2010; Herrero, 2012; Pitt et
al., 2013; Probstet al., 2014). .

ZT
o

COOH (0] OH (6]

Figura 1 Estructura Quimica de la Ocratoxina A (Ravelo
et al., 2011)

Se han descrito en la literatura algunos
métodos para la determinacion de OTA en
alimentos como la cromatografia de capa fina
(TLC, thin-layerchromatography), la
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, high-performance
liquidchromatography), cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) con transformacion
quimica post-columna y purificacion en
columna de inmunoafinidad y técnica
mmunoenzimatica de ELISA, siendo esta
ultima una prueba econdémica y rapida para la
deteccion de OTA (Teixeira et a/ 2010).
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En los ultimos afos, con los datos
conocidos sobre la toxicidad de OTA, varias
organizaciones internacionales han establecido
valores permiscible de OTA en alimentos, la
Comision de Regulaciéon Europea (EC) No.
1126/2007 determina los limites permiscibles
de OTA en granos de café tostado en 5 pg/kg,
aunado a esto la Agencialnternacional de
Investigacion del Cancer (IARC, 1993)
clasifica a esta toxina como posible
carcinogénico humano clase 2B. Debido a que
el café es un alimento de amplio consumo y la
poblacion tiene una elevada probabilidad de ser
contaminada por OTA, se hace necesario
cuantificar esta toxina, ya que el tostado del
café no es un proceso que asegure su total
destruccion (Luna et al., 2010).

En cuanto a la presencia de OTA en café.
Galarce-Bustos et al (2014) encontraron altos
contenidos de OTA en muestras de café
colectados en Chile (5.58-7.24 ng/Kg). Alcocer
y Enriquez (2014) encontraron contaminacion
por OTA en granos de café¢ del municipio de
Iliatenco Gro. (8-59 png/Kg).

El estado de Guerrero cuenta con
aproximadamente 40  122.89  hectareas
sembradas de café, en las cuales se producen 38
214 .90 toneladas, particularmente de cafés de
tipo natural, posicionando al Estado como el
quinto productor de café a nivel nacional. Las
zonas cafetaleras en el Estado estan distribuidas
en cuatro regiones: Costa Grande, Costa Chica,
Montafia y Centro; Siendo la region de Costa
Grande la principal productora de café,
especificamente el municipio de Atoyac de
Alvarez en el cual se producen 40 496.30
toneladas de café (73.99% de la produccion) y
que en conjunto con los municipios de
Malinaltepec, San Luis Acatlan e Iliatenco
aportan el 82% de la produccion estatal de café
(PICEG, 2011; Fundacion Produce Guerrero,
2012).
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El objetivo de esta investigacion fue
determinar la concentracion de OTA en granos
de café del municipio de Atoyac de Alvarez
Gro.

Metodologia

Protocolo de muestreo y tratamiento de las
muestras de café

Las muestras de granos de café¢ fueron
colectadas en el municipio de Atoyac de
Alvarez Guerrero. Las muestras fueron
colectadas el mismo dia, tomandoporciones
(150g) al azar en los almacenes de acuerdo a lo
establecido por el reglamento (CE) No.
401/2006. Las muestras fueron colectas en
bolsas de papel y se enviaron el laboratorio de
Toxicologba y salud Ambiental de la
Universidad Autéonoma de Guerrero, para
evaluar la concentracion de OTA mediante el
método inmunoenzimatico de ELISA.

Analisis de los niveles de Ocratoxina A
MétodoInmunoenzimatico de ELISA

Para la extraccion de OTA, se emplearon 5 g de
la muestra molida, los cuales se extrajeron con
12.5 ml de metanol (70%). Se agito por diez
minutos y posteriormente la muestra se filtr6 y
se tomo de lo filtrado una parte para diluir en
una relacion 1:1 con agua destilada.

La determinacion de la OTA se realizod
siguiendo la metodologia proporcionada por el
kit RIDASCREEN® FAST OchratoxinA de
ELISA para el ensayo Cuantitativo de OTA en
café, en donde se adicionaron en los pozos
correspondientes de la microplaca (48 pozos)
50 pL de los estandares y 50 pL del extracto de
cada muestra a analizar, después se adicionaron
50 pL del conjugado Ocratoxina A-enzima y
posteriormente 50 puL del anticuerpo de anti-
Ocratoxina A.
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La microplaca se mezclaro e incubo
durante 10 min a temperatura ambiente (20-25 °
C), transcurrido el tiempo, la microplaca se
vacio y se lavo con agua destilada, se agregaron
100 pL de substrato/cromogeno en cada pozo,
la microplaca se agito y fue nuevamente
incubada durante 5 min en la oscuridad a
temperatura ambiente (20-25 °C).
Posteriormente se agregaron 100 pL de la
solucion stop y la microplaca se mezclo la
lectura de la densidad optica se realiz6 a 450
nm en el analizador automatizado Stat Fax
2100.

Resultados

Protocolo de muestreo y tratamiento de las
muestras de café

Se colectaron 41 muestra§ de café en el
municipio de Atoyac de Alvarez Gro (fig. 2).

Figura 2 Colecta de granos de café
Analisis de los niveles de Ocratoxina A
MétodoInmunoenzimatico de ELISA

El 97% de la muestras analizadas presentaron
contaminacion por OTA en un rango de
concentraciones de 6.1-93.4 ng/Kg (Grafico 1)
las cuales sobrepasan la concentracion
establecida por la Unioén Europea (5 ng/Kg).
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Grafico 1 Concentracione de OTA enmuestras de café
del municipio de Atoyac de Alvarez.

Discucion

La presencia de OTA en granos de café puede
deberse a condiciones ambientales como: clima,
tiempo de almacenamiento y transporte, y a
condiciones de procesamiento (Romaniet al
2000). Las muestras de café analizadas en este
estudio provienen de un beneficio de tipo seco,
lo cual podria estar relacionado con la altas
concetraciones de OTA encontradas, al respecto
la formacion de OTA durante el proceso seco
ya ha sido documentada.

Urbano et al (2001) cuantificaron la
concentracion de ocratoxina A en cafés
obtenidos por beneficio seco, obteniendo como
resultado que el 32% de las muestras estaban
contaminada por OTA en niveles de 8
pg/kg. Taniwakiet al (2003) analizaron muestras
de granos café¢ brasilefio sometidos a diferente
beneficios, encontrando un alto porcentaje de
infeccion por OTA (5-20 pg/kg). En el estado
de Guerrero, Alcocer y Enriquez (2014)
encontraron contaminacion por OTA en granos
de café del municipio de Iliatenco Gro.
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En un rango de concentraciones de 8-59
ng/Kg.Aunado a esto se conoce que la
influencia de otros factores determinantes en la
produccion de OTA como la actividad de agua
(aw), temperatura, pH y condiciones
ambientales deben ser estudiados (Suarez-
Quiroz et al (2004).

Conclusiones

La concentracion de OTA cuantificada para el
café de municipio de Atoyac de Alvarez supera
los valores establecidos por la Union Europea
(5 pg/kg). El tipo de beneficio, las pobres
practicas de secado y almacenamiento podria
ser los causantes de la contaminacion por
hongos y por consiguiente de la elevada
concentracion OTA en las muestras analizadas.
Debido a que el café es un alimento de amplio
consumo, la poblacion tiene una elevada
probabilidad a ser contaminado por ocratoxina
A.

Por todo lo anterior, se requiere que todos
los involucrados con el beneficio,
almacenamiento, acondicionamiento, venta y
consumo de los principales productos del
estado de Guerrero cuenten con herramientas de
laboratorio para realizar el analisis de inocuidad
(micotoxinas) y puedan promover mejoras en la
salud publica y servir de base para establecer
las medidas precautorias pertinentes para
favorecer la comercializacion de este producto
de importancia econdmica en mercados
nacionales e internacionales.
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