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Resumen: La Ocratoxina A (OTA) es una micotoxina con propiedades cancerigenas que se puede
encontrar en el café, desde el fruto verde hasta la bebida elaborada, por lo que el consumo de este
producto puede representar riesgo a la salud de los consumidores. Debido a la elevada toxicidad
demostrada de la OTA existen regulaciones sanitarias para su presencia en los alimentos. Teniendo
en cuenta que en Cuba no se tienen datos actualizados acerca de la presencia de OTA en los
alimentos, en el presente trabajo, desarrollado en el Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia (INHEM) se ha implementado un método por HPLC, con deteccion por fluorescencia
y purificacion del compuesto con columnas de inmunoafinidad (IACs), para la determinacion de
OTA en café tostado, con el objetivo de poder asegurar la calidad sanitaria del producto cubano que
se consume y se exporta y obtener datos que puedan servir como base para los estudios de estimacion
de riesgos. Se analizaron 62 muestras de café tostado molido puro y mezclado, encontrandose que el
61,3% de estas contenian la toxina, en niveles de 0,02-3,24 ng/kg, con concentracion promedio de 0,37
pg/kg y porcentajes de recobrado promedio de 80,5%. La implementacion y verificacion de la
metodologia analitica permitio cuantificar los niveles de esta micotoxina en el producto y a pesar de
que mas del 50% de las muestras analizadas estaban contaminadas con la toxina, en todas los niveles

se encontraron por debajo del nivel maximo regulado.
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I. INTRODUCCION

La Ocratoxina A (OTA) es un metabolito toxico, producido por hongos de los géneros Aspergillus y
Penicillium. Esta micotoxina es la principal representante del grupo de las Ocratoxinas, debido a que es la
que se encuentra con mayor frecuencia y la de mayor toxicidad. Su estructura molecular se muestra en la
Figura 1 y consiste en un nucleo de isocumarina unido a una molécula de L-fenilalanina mediante un
enlace amida (C,OH;3CINOg).

Fig. 1. Estructura quimica de la OTA

Es quimicamente estable y no se afecta por las temperaturas de los procedimientos normales de
preparacion de los alimentos. Se puede encontrar en cereales, granos, algunas frutas y alimentos derivados,
como maiz, cacao, café, uvas, vinos, cerveza; aunque también se ha determinado su presencia en menores
concentraciones en carnes y leche de animales que hayan consumido alimentos contaminados (Milicevic,
2009, 2011, 2012). La ocurrencia de la OTA en café desde el fruto verde hasta la bebida de café ha sido
ampliamente descrita en la literatura y existe diversidad de criterios sobre el posible efecto reductor que
puede tener el tostado de café sobre el contenido de la toxina.

La Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) ha clasificado la OTA como posible
carcindogeno en humanos, habiéndose encontrado evidencias de sus efectos toxicos en ratas, ratones y otros
animales de experimentacion (IARC, 2001), asi como también se han descrito efectos teratogénicos y
mutagénicos en algunos animales.

La principal fuente de exposicion en humanos a esta toxina estd dada por el consumo de alimentos
contaminados. En los ultimos afios se han publicado muchos articulos sobre la presencia de OTA en cafg,
siendo este uno de los principales productos susceptibles a contaminacion con la micotoxina. Se han
encontrado muestras muy contaminadas de café verde de Costa Rica y de La India con concentraciones de
OTA de 13 y 11 pg/kg respectivamente, y en cafés de Etiopia concentraciones de 3.8 ug/kg de OTA



(Napolitano y cols., 2007). De Almeida y cols. determinaron la presencia de OTA en el 98.8% de 82
muestras de café instantaneo en Brasil en concentraciones de 0.17-6.29 ng/g (de Almeida y cols., 2007).
Vartolomei encontré en muestras de café en granos y tostado, un 83.33% de muestras con OTA en
concentraciones 1.96-4.98 pug/kg (Vartolomei, 2013). En café puro Arabica, Robusta y mezclado
Arabica/Robusta se ha encontrado OTA en niveles de 0.3-4.9 pg/kg, 0.6-18 pgkg y 0.3-7.4 ngkg
respectivamente y una mayor concentracion de OTA en bebidas elaboradas de café (Mounjouenpou y cols.,
2013). Aunque existe una amplia literatura sobre la presencia de OTA en café, en Cuba no se han reportado
datos sobre este tema. Las Autoridades de Seguridad Alimentaria de Europa (EFSA) establecen un nivel
maximo permisible para la presencia de OTA en café tostado en granos y molido de 5 pg/kg y para café
soluble de 10 pg/kg (Commission Regulation (EU) No. 594/2012).

El objetivo del presente trabajo es implementar una metodologia por HPLC para la determinacion de
Ocratoxina A en café tostado, con lo cual se podréd conocer la ocurrencia de este contaminante en el café y
se podra contar con datos acerca de los niveles de OTA en este producto, que puedan servir como base para
los estudios de estimacion de riesgos.

II. MATERIALES Y METODOS

Las muestras se obtuvieron de café tostado puro y mezclado, destinadas a exportacion y consumo por la
poblaciéon cubana. De 62 muestras analizadas, 12 correspondian a café tostado puro y 50 a café tostado
mezclado.

La metodologia analitica aplicada para la determinacion se basd en el método oficial de la AOAC
(AOAC 2000.09, 2000). La OTA se extrajo de 15 g de muestra mediante el empleo de una mezcla de
Metanol/Hidrogeno Carbonato de Sodio 3% 1:1, que se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de filtrada la solucion, se tomaron 10 mL del extracto, que se diluyeron con 30 mL de PBS a pH
7.4 y los 40 mL de la mezcla se pasaron directamente por las IACs donde se produjo el aislamiento
selectivo de la OTA por los antigenos inmovilizados. Las columnas se lavaron con 10 mL de agua para
eliminar los compuestos interferentes y posteriormente se eluyd la OTA con 4 mL de Metanol. La mezcla
se evapord a sequedad con corriente de nitrégeno y se redisolvid en solucion de inyeccion consistente en
Metanol/Agua/Acido Acético 2:8:1, para ser analizada por HPLC. Para el analisis se empled un equipo
HPLC de Shimadzu con bomba LC-20AT, desgasificador DGU-20A3, autoinyector SIL-20A, columna
C18 para cromatografia en fase reversa con precolumna, detector de fluorescencia RF-10Ax;, a longitudes
de onda de emision 460 nm y de excitacion 333 nm y horno CTO-20A a temperatura de 35°C. El volumen
de inyeccion fue de 100 pL y la velocidad de flujo de 1 mL/min. Se trabaj6 en régimen isocratico, con una
fase movil consistente en Acetonitrilo/Agua/Acido Acético 102:96:2 y el pH se ajustd entre 3.17 y 3.21.

Las soluciones de calibracion se prepararon de acuerdo a AOAC 2000.09, 2000 y las concentraciones se
rectificaron por espectrofotometria. Cada analisis de muestra se realiz6 por duplicado y el control de
calidad analitica se realizd mediante el recobrado en cada serie de muestras a un nivel de 2.47 ng/g. Los
resultados de las concentraciones se rectificaron por el recobrado de cada serie.

III. RESULTADOS Y DISCUSION



En el rango de calibracion de la curva de OTA preparada, la respuesta del HPLC dada por el area bajo la
curva resultd correlacionada positivamente con la concentracion de OTA, dando un coeficiente de
correlacion R* de 0.99980. En la Figura 2 se muestran los cromatogramas obtenidos para las 5 disoluciones
de calibracion, asi como el grafico de la curva de calibracion, cuya repetibilidad fue satisfactoria, con DS
de 0.005 para 10 repeticiones de los 5 puntos de la curva.
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Fig. 2. Cromatogramas obtenidos para las 5 disoluciones de calibracion y grafico de la curva de calibracion

En la Figura 3 se expone el cromatograma tipico de una muestra con OTA, que carece de interferencias
en el tiempo de retencion de la misma, como se esperaria con el empleo de IACs. A pesar de que algunos
autores plantea que las IACs se pueden reusar manteniendo hasta un 80% de su capacidad de retencion del
analito (Studer-Rohr, 1995), las IACs se emplearon una sola vez para el andlisis debido a que el proceso
que ocurre para la eluciéon de la OTA retenida en la columna provoca la desnaturalizaciéon de los
anticuerpos inmovilizados en la columna por lo que solo tendran un rendimiento de un solo uso.
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Fig. 3. Cromatograma de una muestra con concentracion 3.24 ng/g.

En la Figura 4 se muestran los cromatogramas de una muestra con ausencia de OTA, el recobrado de la
misma y su comparacion con los puntos 3 y 4 de la curva de calibracién. De acuerdo a la linea negra, que
corresponde a la muestra sin contaminar, no se observa ningun pico de sefial al tiempo de retencion de la
OTA, lo que demuestra ausencia del compuesto en la muestra o una cantidad inferior al limite de
deteccion, sin embargo la linea rosada muestra el pico de la sefial al tiempo de retencion de la OTA
correspondiente al recobrado de la misma muestra, con respuesta analitica proporcional a la concentracion,
que se ubica entre las concentraciones 1.85 y 4.64 ng/mL, correspondientes a los puntos 3 y 4 de la curva
de calibracion, respectivamente.
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Fig. 4. Cromatogramas de una muestra con ausencia de OTA, recobrado de la misma y los puntos 3 y 4 de la curva de
calibracion. La linea negra corresponde a la muestra; la rosada al recobrado; la azul al punto 3; la carmelita al punto 4 de la

curva de calibracion.

En las condiciones de analisis aplicadas el tiempo de retencion de la OTA estuvo alrededor de 14 min.
Los recobrados obtenidos se encontraron entre 64.2-96.8%, que se consideran adecuados de acuerdo a lo
planteado por FAO/WHO, 2014, que para un analito que se encuentra a nivel de trazas en una
concentracion menor de 10 ng/g se considera adecuado un porcentaje de recuperacion de 60-115%.

Se detecto la presencia de OTA en 38 muestras (61.3%), en concentraciones entre 0.02-3.24 ng/g, con
concentracion promedio de 0.37+0.59 ng/g. Se encontraron 36 valores de concentracion entre 0.1-0.8 ng/g
(8 valores de concentracion mayor o igual de 0.1 ng/g, 13 menor de 0.2 ng/g, 8 por debajo de 0.3 ng/g, 7
entre 0.3 y 0.8 ng/g), mientras que dos muestras tuvieron concentraciones de 1.93 y 3.24 ng/g que
provocaron la obtencion de un valor de desviacion standard elevado. Debido a las condiciones de
temperatura y humedad existentes en Cuba se pudiera pensar que los niveles de OTA en el café resultaran
elevados, sin embargo las concentraciones determinadas en todas las muestras se encontraron bajas dentro
del limite maximo establecido por la EFSA y aunque se pudiera esperar que las muestras de café puro
contuvieran mayor concentracion de la toxina que la que pudiera encontrarse en el café¢ mezclado con otro
producto, no existieron diferencias significativas entre los niveles en ambos productos.

Al comparar los niveles de contaminacion obtenidos en ese trabajo con los reportados por diversos
autores, se percibe que puede variar en funcion de la region geografica, clima, entre otros factores, donde
también pueden influir los procesos de cultivo, cosecha, almacenamiento y transportacion, existiendo gran
variabilidad y no un valor preciso con el cual se deba comparar, pero siempre cumpliendo con la



regulacion sanitaria de 5 pg/kg de la Unidn Europea. Los resultados de las concentraciones de OTA en
café obtenidas en este trabajo son consistentes con los reportados por Lin y colaboradores, en 2005 que
encontraron la micotoxina en concentraciones de 0.1-0.5 pg/kg en café tostado y soluble, rango dentro del
cual se ubican la mayoria (60.5%) de los valores determinados en este trabajo y también son similares los
del café puro (0.51 pg/kg) a los reportados por Raad y colaboradores en 2014 en muestras de café libanes
tradicional y tipo Nescafé, donde la concentracién promedio fue de 0.508 pg/kg (Raad y cols., 2014). A
pesar de que en el presente trabajo no se analizaron las muestras de café especificadas por variedades del
producto, los resultados fueron semejantes a las concentraciones obtenidas por Monjouenpou Yy
colaboradores, en 2013 para el café Arabica, que fueron de 0.3-4.9 pg/kg. Teniendo en cuenta que las
muestras de café analizadas por los autores corresponden a café tostado puro de una variedad especifica,
mientras que en este trabajo se analizaron muestras de café puro y mezclado, estos resultados sugieren que
pudiera ser importante ampliar el estudio para especificar las concentraciones de OTA presentes en café
por variedades del producto.

Sin embargo, las concentraciones obtenidas en el presente trabajo son inferiores a las reportadas por
Vartolomei en 2013 en muestras de café tostado en granos y molido de la region de lasi, en un intervalo de
concentraciones de 1.96-4.98 pg/kg (Vartolomei, 2013) y también resultaron inferiores a las determinadas
por Dundray y colaboradores en 2013, donde 21 de 24 muestras de café presentaron OTA en
concentraciones de 0.98-4.64 ng/kg (Dundray y cols., 2013). Debido a que las condiciones climaticas de
Cuba resultan muy propicias para el desarrollo de hongos productores de OTA y para su produccion, era de
esperar que las muestras de café analizadas presentaran el contaminante, incluso en concentraciones
superiores a las encontradas en este trabajo. Sin embargo, estas fueron bajas lo cual es importante y
beneficioso, en lo que puede haber incidido el desarrollo de estrategias eficientes de manejo de los
cultivos, buenas practicas agricolas y de produccion, almacenamiento adecuado del producto u otras que
hayan evitado que el alimento se contaminara con hongos productores de micotoxinas y hayan dado lugar a
la OTA, ya que una vez que la toxina se presenta en el alimento esta no puede eliminarse (CAC/RCP 51-
2003; Napolitano y cols., 2007; CAC/RCP 69-2009; Abrunhosa y cols., 2010).

IV. CONCLUSIONES

- La metodologia analitica por HPLC implementada en el presente trabajo para la determinacion de
Ocratoxina A en café tostado permitio cuantificar de manera confiable los niveles de esta micotoxina en el
producto, a partir de lo cual se pudo contar con datos acerca de la contaminacion del café con esta toxina.

- La cuantificacion de Ocratoxina A en las muestras de café tostado analizadas permitio establecer que el
60.3% de las mismas estaban contaminadas, aunque en todas la micotoxina se encontrd en un nivel bajo
dentro del Nivel Maximo regulado. Estos resultados resultan satisfactorios, ya que teniendo en cuenta que
es inevitable la aparicion de OTA en los alimentos y que las condiciones climaticas de Cuba son muy
apropiadas para ello, pudiera esperarse niveles de contaminacion mas elevados que los determinados en
este trabajo.
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