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. RESUMEN.

METODOS DE ANALISIS Y DETERMINACION DE
OCRATOXINA A.

Las micotoxinas son producidas por ciertos hongos pertenecientes a
los géneros de Aspergillus, Fusarium y Penicillium, principalmente.
Dichos hongos suelen encontrarse en una gran variedad de productos
agricolas siendo los contaminantes naturales de alimentos mas
comunes a nivel mundial. La ingesta diaria de alimentos contaminados
por micotoxinas de hongos en altas concentraciones, tienen efectos
mutagenos, cancerigenos e inclusive producen malformaciones en los
fetos (teratdégenos) y disminuyen la inmunidad (inmunosupresores).

Su presencia en los alimentos es considerada de alto riesgo para la
salud humana y de animales debido a su gran variedad de efectos
toxicos. De la amplia variedad de micotoxinas existentes, la Ocratoxina
A (OTA) es el motivo de estudio de este trabajo por su alta toxicidad,
sobre todo a nivel renal y por que es muy poco estudiada; de hecho,
en México no esta reportado su incidencia y/o consumo ademas de no
existir normas que limiten su contenido en alimentos de consumo
humano o animal.

La determinacion de la presencia de OTA en productos alimenticios y
en fluidos biolégicos, requiere de metodologias de analisis muy
sensibles, especificas y aprobadas. La revisiOn aqui presentada, se
enfoca en las diversas técnicas de analisis asi como sus metodologias
para la determinacion de OTA en diversos tipos de muestras.

Palabras clave: Micotoxina, Ocratoxina A, Alimentos, Contaminacion,
Métodos.
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LABSTRACT.

METHODS OF ANALYSIS AND DETERMINATION OF
OCHRATOXIN A

Mycotoxins are produced by fungi of the genus Aspergillus, Fusarium
and Penicillium, among others. Such fungi are found in a large variety
of agricultural products and mycotoxins represent the most common
world-wide food contaminants. Daily consumption of contaminated
food with high concentrations of mycotoxins can have mutagenic,
carcinogenic, teratogenic and immunosupression effects.

Mycotoxins presence in food is considered of high risk to human and
animal health due to the large variety of toxic effects. There is a large
number of mycotoxins; however only Ochratoxin A (OTA) is covered in
this study. This work is focus on OTA due to its high toxicity, at renal
level mainly, and because it is not very well studied in Mexico. Actually,
ther are no reports related to consumption or presence of this
mycotoxin in foods or feeds.

Successful determination of OTA requires robust techniques and
methodologies for its analysis. In this review, we focus on the different
available methods for OTA analysis in a wide variety of food products
as well as in biological fluids.

Keywords: Mycotoxins, Ochratoxin A, Foods, Contamination,
Methods.
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V. INTRODUCCION.

El presente trabajo de investigacion estd enfocado a un grupo de sustancias
denominadas micotoxinas, porque son producidas por ciertos hongos
pertenecientes a los géneros de Aspergillus, Fusarium y Penicillium,
principalmente. Dichos hongos suelen encontrarse en una gran variedad de
productos agricolas siendo los contaminantes naturales de alimentos mas
comunes a nivel mundial; son altamente toxicos y en altas concentraciones
pueden ser mutadgenos, cancerigenos, producen malformaciones en los fetos
(teratdgenos) y disminuyen la inmunidad (inmunosupresores). Debido a su gran
variedad de efectos toxicos, y sobre todo a su extrema resistencia al calor, la
presencia de las micotoxinas en los alimentos es considerada de alto riesgo para
la salud humana y de animales. La contaminacion de los alimentos depende de las
condiciones ambientales en las que se producen; cuando las condiciones no son
las apropiadas, puede haber crecimiento fungico lo que probablemente de lugar a
la produccién de micotoxinas. La mayoria de los productos agricolas pueden ser
susceptibles de contaminacion casi en cualquier momento, desde su produccion
en el campo, durante la cosecha, en el transporte y en el almacenamiento
(Abraham y Ernesto, 2009). Aun cuando hay muchas micotoxinas, este trabajo
s6lo abarca a la Ocratoxina A (OTA) porque tiene una alta incidencia, produce
cancer a nivel renal, estd muy poco estudiada en México y no existen leyes que
regulen su presencia en alimentos. La incidencia de la OTA resultd una
problematica a nivel mundial por lo que los investigadores se enfocaron a
desarrollar nuevos métodos para su identificacion tanto cualitativos como
cuantitativos. Como se ha mencionado, la ocratoxina A se encuentra en diversos
alimentos por lo que al ingerirla se distribuye en distintos sitios del organismo a
través de la sangre. Es por eso que se realizan estudios para su deteccién. Se
demostré que hay presencia de OTA en muestras humanas y estudios
documentan los niveles y/o concentraciones obtenidos en distintos paises, por lo
que su busqueda se derivd a diversas muestras obtenidas. Existe una gran
preocupacion porque los hongos se encuentran en el medio ambiente y facilmente
puede contaminar todo tipo de sustratos lo que representa una amenaza para los
animales que se encuentran expuestos a estas toxinas. Entonces, los animales
destinados a consumo humano que a su vez consumen OTA de alimentos
contaminados y los humanos los consumen también directamente de alimentos
contaminados por lo que se puede decir que hay una doble exposicion a esta
micotoxina. Por lo tanto, es importante contar con métodos adecuados para
evaluar la calidad de los alimentos destinados tanto a consumo humano, animal y
los derivados. Para lo cual se han desarrollado metodos de extraccion,
cuantificacion y determinacion de OTA, mostrando gran desemperfio en el analisis
(Prieto et al, 2008). Son de varios tipos pero destacan los métodos que utilizan
columnas de inmuno afinidad (IAC), HPLC con varios detectores incluyendo de
espectrometria de masas, fluorecencia, etc. (Noba et al, 2008). A continuacion, se
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muestran aspectos generales de las micotoxinas para después enfocarse a una
revision de articulos publicados que abarcan el periodo de 2007 al 2014 y que s6lo
se refieren ala determinacion de OTA en diversas muestras bioldgicas, de
alimentos, etc.

V. CLASIFICACION DE MICOTOXINAS.

5.1. AFLATOXINAS.

Son un grupo de aproximadamente 20 compuestos
producidos por especies de Aspergillus (flavus y
parasiticus). Hay cuatro principales aflatoxinas: AFB1,
AFB2, AFG1l y AFG2. Generalmente, la AFB1 es la
de mayor ocurrencia y se presenta en mayor
concentracion en los productos alimenticios. La
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
clasifico a las AFS en el grupo 1 como sustancias o mezclas con alto poder
cancerigeno en humanos. La produccion de AF es un problema serio de salud
publica asociado a materiales como el cacahuate, pistaches, semillas de algodon,
y nueces. Pero es sobre todo un problema en el maiz, por su amplio uso en la
alimentacion humana asi como animal. Los alimentos con relativamente bajo
riesgo de contaminacion con AFS son: almendras, pasas, higos y especias. De
estas ultimas, las que han mostrado una mayor incidencia de contaminacién con
AF, son los chiles, pimentones y el jengibre: los frijoles, soya, sorgo, trigo, avenay
arroz son moderadamente susceptibles a la contaminaciéon (Abraham y Ernesto,
2009). La toxicidad aguda de las AFS se manifiesta principalmente como lesiones
hepaticas. En la forma subaguda, los animales jovenes pueden presentar retardo
en el crecimiento, pérdida del apetito, se compromete el sistema inmune por su
accion degenerativa sobre el timo, aumento de la fragilidad capilar afectando el
tiempo de coagulacién sanguinea y de alli, la presencia de hematomas, postracion
y muerte (Rivero et al, 1998). También son inmunosupresoras que inhiben la
fagocitosis y la sintesis proteica interrumpiendo la formacion del ADN, ARN vy
proteinas en el ribosoma (Sharna, 1993). La Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), estableci6 en 1977 un limite
permisible de 20upg/kg para las AFS totales en los alimentos destinados al
consumo humano. Sin embargo, en algunos paises europeos se han establecido
limites de tolerancia mas estrictos, especificamente para la AFB1, reglamentando
5 pg/kg para los alimentos destinados tanto al consumo humano y animal.
(Abraham y Ernesto, 2009).
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5.2. FUMONISINAS.

Las Fumonisinas (FBS) son compuestos

polares, solubles en agua y solventes |
como el metanol y el acetonitrilo, pero I S »
insolubles en compuestos, apolares. No '**c“v’”\)\r*\/l\/*v“v\/\/\:
presentan una estructura ciclica como se . S &y O
puede encontrar en la mayoria de C)\/k/.cow

micotoxinas. Bajo condiciones alcalinas,

los grupos del &acido tricarbalico se rompen, convirtiéndose en la forma hidrolizada
correspondiente. Las FBS son producidas por Fusarium verticillioides, F.
proliferatum y otras especies del género Fusarium, que se pueden encontrar como
contaminantes naturales en cereales de todo el mundo, especialmente el maiz
(Marasas et al, 1996). Existen al menos tres FBS de ocurrencia natural: se
conocen como FB1, FB2 y FB3. La FB1 es siempre la mas abundante, seguida
por la FB2 y la FB3. Las FBS son relativamente estables y no son destruidas por
tratamientos con calor moderado, luego del tratamiento del maiz con CaOH
(nixtamalizacién) no se han detectado FBS en las tortillas. Existen diferencias
entre paises respecto al limite de tolerancia establecido para estas micotoxinas.
Se ha propuesto 5mg/kg para proteger a los animales mas susceptibles, como los
caballos, 50 mg/kg para cerdos y para el humano de 1mg/kg (Abraham y Ernesto,
2009).

5.3. PATULINA.

Es un compuesto toxico producido por una gran variedad de
especies de hongos de los géneros Aspergillus vy
Penicillium. De ellos, P. expansum es el mas importante,
pues es un contaminante comun de las manzanas y otros
frutos. Se ha reportado que la patulina posee actividad
antibidtica, la cual ha sido evaluada en humanos para
probar su utilidad en el tratamiento de los resfrios comunes; sin embargo, su
efectividad aun no ha sido claramente demostrada debido a que es altamente
irritante al estbmago y ademas suele ocasionar nauseas y vomito (Abraham vy
Ernesto, 2009).

La patulina se ha detectado en una gran variedad de frutas, pero en manzana se
encuentraen concentraciones mas elevadas. Normalmente, las manzanas
después de la cosecha son almacenadas en condiciones de refrigeracion para
prolongar la vida Uutil algunas semanas o incluso algunos meses. En estas
condiciones P. expansum continta creciendo y produciendo PAT (JECFA, 2002).
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5.4. ZEARALENONA.

Esta micotoxina también es conocida OH O CH,

como toxina F-2 o ZEN, y es producida l ) | J

por especies del hongo Fusarium, g e TN
comunmente F. graminearum y F. | I |
culmorum. El efecto mas importante de la pg” %
zearalenona es sobre el sistema l
reproductivo, causando exceso de =0
produccion de estrogenos

(hiperestrogenismo), particularmente en las cerdas. Hay poca evidencia de que la
zearalenona cause cancer; sin embargo, la evidencia respecto a su capacidad de
causar mutaciones (genotoxicidad) es contradictoria, pues se ha reportado que es
genotoxica en ratones (Abraham y Ernesto, 2009).

5.5. DEOXINIVALENOL.

El deoxinivalenol (DON) pertenece al grupo de las
micotoxinas producidas por hongos que contaminan
los cereales y alimentos a base de cereales,
pudiendo prov ocar al ser humano una intoxicacion al
consumir dichos alimentos contaminados con altas
concentraciones (ELIKA, 2013). Es uno de los 150
compuestos conocidos como tricotecenos, y Su
0OH toxicidad ha sido dificil de relacionar con los
resultados experimentales de situaciones reales,
debido a que generalmente se presenta acompafiado de otros tipos de
tricotecenos. En particular, la toxicidad del DON se caracteriza por voémito y
diarrea, mientras que en una intoxicacién aguda pue de observarse necrosis en el
tracto gastrointestinal y en los tejidos linfoides (Abraham y Ernesto, 2009).

5.6. OCRATOXINAS.

Las ocratoxinas son micotoxinas que afectan al ~. O. _OH
sistema nervioso (neurotoxicas) y pueden causar (| ) j g oM J(I
cancer de riidn (nefrocancerigenas) y son N\ xN/U\ K/ ~0
producidas por Penicillium verrucosum en H {
regiones con clima frio, y por algunas especies
de Aspergillus (A. ochraceus) en regiones con c

clima tropical. La mayoria de estos hongos

producen principalmente la micotoxina y raras veces otra especie B. La IARC
clasifico a OTA en el grupo 2B, como una sustancia posiblemente cancerigena en
humanos, son moléculas moderadamente estables y por tanto suelen resistir la
mayoria de los procesos de elaboracion de los alimentos, como el hervido, él
tostado, el horneado, el freido y la fermentacién. La ocurrencia natural de la OTA

I\\ o " oy
e el !
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es evidente en la mayoria de los cereales como maiz, trigo, cebada, sorgo, arroz,
avena y centeno. También se han encontrado en otros alimentos como los frijoles,
la soya, el café, las nueces, los frutos secos, el cacao, los jugos y los vinos de uva,
la cerveza y en algunas especias. E.U y la Comisiéon Europea establecieron un
limite maximo de tolerancia de 5ug/kg para los cereales no destinados al consumo
humano, 3 pg/kg para los destinados al consumo humano, 3 ug/kg para los granos
de café tostado; 10 ug/kg para el vino procedente de frutos deshidratados, 2 pg/kg
para los granos de cacao, 0.5 ug/kg para el vino de mesa y los jugos de uva, y 0.2
ug/kg para la cerveza (Abraham y Ernesto 2009).

VI. CARACTERISTICAS DE LA OCRATOXINA A.

6.1. FORMACION EN EL ALIMENTO.

Pueden formarse tanto en el cultivo del alimento en campo, principalmente
cereales (trigo, arroz cebada y maiz) como en la recoleccion, transporte,
almacenamiento y secado por inadecuadas practicas de higiene y manipulacion de
los cereales (ELIKA, 2013).

6.2. CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Dichos hongos requieren ciertas condiciones favorables para su crecimiento y
produccion de ocratoxinas, generalmente, altas temperaturas y elevada actividad
de agua (en el ambiente y en el suelo). Asi mismo, los dafios fisicos de las
cosechas (por golpes, ataques de insectos, roedores, aves etc) favorecen a la
proliferacion de hongos y su consecuente produccion de dichas toxinas. Fue de
vital importancia conocer los valores oOptimos de humedad (95-99%) y de
temperatura (24°C) en los que, el hongo A. ochraceus puede producir OTA a
temperaturas entre 12-37°C y P. verrucosum entre 4-31°C (ELIKA, 2013).

6.3. CLASIFICACION Y TOXICIDAD.

Existen varios tipos de ocratoxinas pero la OTA es la méas frecuente en alimentos y
la que presenta mayor toxicidad, esta clasificada como “posiblemente cancerigena
para el ser humano” por sus propiedades carcindgenas, mutagénicas,
teratogénicas siendo especificamente nefrotoxica e inmunotoxica (ELIKA, 2013).

6.4. VIAS DE TRANSMISION ALIMENTARIA.

La OTA puede entrar en la cadena alimentaria transmitiéendose al ser humano:

Directamente a través del consumo de alimentos vegetales (cereales y
productos a base de cereales, café, cacao, frutos secos, frutas y productos
derivados).
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Indirectamente a través del consumo de productos derivados de animales

que

han

consumido

(ELIKA, 2013).

alimentos

contaminados

con OTA

A continuacion, la siguiente tabla muestra el limite de tolerancia permitido en la
ingesta de productos alimenticios por la agencia internacional para la investigacion

en cancer.

TABLA 1. MICOTOXINAS ENCONTRADAS COMO CONTAMINANTES EN LOS

Micotoxina
Ocratoxina A

Zearalenona (F-2 o ZEN)
Patulina

Tricotecenos
Deoxinivalenol (DON)

Fumonisinas F8y, F8;
yF

Aflatoxinas AFBy, AFB,,
AFGyy AFG,

ALIMENTOS

Efectos

Nefrotxicas

Nefrocancerigenas

Estrogenas

Genotoxicas

Poca evidencia experimental o clinica, de
sus efectos en humanos

Ctotoricas

Inmunosupresoras

Leucoencefalomalacia en equinos
Edema pulmonar en porcinos
Cancer en humanos
Cancerigenas

Mutagenas

Teratdgenas

" International Agency for Research on Cancer.

Grupo
Hongo productor ~ IARC*
Penicillum verrucosum 28
Aol dics

Fusarium graminearum 3

F. culmorum

Penicillum expansum 3

Fusarium graminearum 3
F verticillodes

F. culmorum,

Fusarium verticiliodes 2B
F. proliferatum

Aspergilus flavus 1

A parasiticus

Limite de tolerancia
3 mg/kg (cereales)

1 mg/kg (cereales)
50 mg/L (ugo de manzanas)

0.5 mg/kg (cereales)
075 mg/kg (harinas)

1 mg/ig para FB1y
FB2 (mai)

20 mg/kg para aflatoxinas
totales

5 mg/kg para AFB1 en
cereales

Fuente: (Abraham y Ernesto 2009).
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VIl. REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE EL ANALISIS Y
DETERMINACION DE OCRATOXINA A EN EL PERIODO 2007-
2014,

7.1. DETERMINACION DE OTA EN MUESTRAS BIOLOGICAS
HUMANAS.

Durante el 2008 se demostrd la presencia de OTA en muestras humanas por lo
gue se documentaron los niveles de consumo en distintos paises. Su busqueda se
realizd en diversas muestras obtenidas, para conocer los niveles de exposicion a
esta micotoxina. En Eslovaquia se realizd un estudio para medir la OTA en leche
materna, mediante HPLC utilizando 76 muestras, analizando como prueba 23 de
ellas, se encontr6 contaminacion en 9 muestras presentando una concentracion
de entre 2.3/0.99 ng/L a 60.3/25.93 ng/L de OTA niveles por encima de lo
permitido (Dostal et al, 2008).

Continuando con la identificacion de OTA en plasma, se ha encontrado presente
en muestras de sangre obtenidas de personas provenientes de la mayoria de los
paises europeos: sin embargo, en Latinoamérica se realizO un estudio en
Argentina donde no se encontré un informe relativo a la presencia de OTA. El
objetivo de tal estudio fue evaluar la concentracion de la micotoxina en el plasma
humano en dos areas diferentes de la provincia de Buenos Aires. La OTA se
determiné por HPLC en 199 muestras de plasma de donantes de sangre en Mar
del Plata y 236 muestras de General Rodriguez. Se empleé la extraccion en fase
sélida con cartucho Bakerbond C-18 y una purificacién final con IAC “Ochraprep”.
El Limite de cuantificacion (LOQ) de la OTA fue de 0.019 ng/ml y la confirmacion
de OTA fue por la adicién de la misma. Los resultados obtenidos mostraron que
63.8% de las muestras de plasma de Mar del Plata y 62.3% de General
Rodriguez, fueron positivos para OTA, con niveles de 0.15 y 0.43 ng/ml,
respectivamente. Concluyeron que seria importante continuar la investigacion para
detectar la fuente de OTA en algun producto que pudiera contenerla y realizar mas
estudios (Pacin et al, 2008).

En la zona central de Portugal se realiz0 un estudio donde hubo una cierta
exposicién a OTA por lo cual se investigd en tres lugares: Coimbra, Verride y
Ereira. Para su identificacibn se propusieron métodos analiticos para la
determinacion de la micotoxina involucrados en la extraccion con &cido
ortofosférico-cloroformo, donde se realiz6 una limpieza a través de la IAC;
posteriormente mediante HPLC-FLD se separ0, identific6 y se confirmé la
presencia de OTA después de la metilacion en el suero. El LOQ del método
propuesto para suero fue de 0.1 pg/L y 0.05 pg/L de sangre. Obteniendo
recuperaciones de OTA en el suero que oscilaron entre el 70.3% y el 115.3% para
niveles de 0.25 pg/L y 0.5 pg/L, respectivamente, con una desviacion entre 8.0% y
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16.2%. Los niveles séricos de OTA se evaluaron en 104 donantes de las ciudades
mencionadas de Portugal. El estudio revel6 una frecuencia de deteccién del 100%,
y las concentraciones se mostraron entre 0.25 a 2.49 pg/L, 0.14 a 1.91 ug/L, y
0.19 a 0.96 ug/L, para muestras de las poblaciones de Verride, Ereira, y Coimbra,
respectivamente. Teniendo que la concentracion media y desviacion estandar
fueron 0.78 +/- 0.53 ug/L; 0.44 +/- 0.31 pg/L, y 0.42 +/- 0.18 ug/L para el mismo
namero de muestras. Concluyendo que se encontrd una diferencia significativa en
la poblacién Verride de los niveles de OTA que son claramente superiores en los
hombres de las zonas rurales que en las mujeres y para todas las muestras, se
encontré una diferencia significativa en los varones de 0.014 pg/L (Lino et al,
2008).

Otro estudio se llevd a cabo para investigar la variabilidad regional y estacional de
la poblacion que estuvo expuesta a la OTA cerca del Mar Negro y en el
Mediterrdneo de Turquia mediante un andlisis de las concentraciones séricas. La
concentracion sérica promedio de OTA se determin6 en 0.137ng/ml (0.0306-0.887
ng/ml) y 0.312 ng/ml (0.028-1.496 ng/ml) en las muestras analizadas en verano e
invierno por el método de ELISA. Las diferencias entre los valores medios de la
OTA en todas las muestras de suero recolectadas en el verano y el invierno fueron
estadisticamente significativas. La mayor concentracion de OTA se determiné en
los nifios que viven en la region del Mar Negro en verano. Los niveles medios de
ingesta diaria de OTA en todas las muestras se estimaron como 0.182 ng/kg de
peso corporal/dia y 0.408 ng/kg de peso corporal/dia en invierno y verano,
respectivamente. Como resultados se mostré que las concentraciones séricas de
ocratoxina de OTA en la poblaciéon sana de ambas regiones no excedieron del
1ng/ml, que es la la distribucién reportada en la mayoria de los paises europeos:
los niveles estan por debajo de la ingesta tolerable, lo cual esta establecido por las
autoridades reguladoras de la salud (Erkekoglu et al, 2009).

Como se ha mencionado previamente las micotoxinas son comunmente
encontradas en productos naturales, y son capaces de intoxicar a animales y
seres humanos que inhalan particulas de hongos de alimentos contaminados por
micotoxinas. La OTA es producida por Aspergillus ochraceus y Penicillium
verrucosum, y a menudo se encuentra en los cereales y los productos agricolas
(Abraham y Ernesto, 2009). Se realizarén estudios previos los cuales se han
centrado en la potente nefrotoxicidad y carcinogenicidad renal de OTA. Un estudio
reciente dice que se acumula en el rifion causando estrés oxidativo y dafio del
ADN en varias regiones del cerebro y en poblaciones neuronales. Se realizé un
estudio para investigar el posible dafio causado por la exposicion ambiental a la
OTA en términos de sus efectos sobre los perfiles de viabilidad celular y proteoma
neuronales. Se encontr6 que OTA puede reducir significativamente la viabilidad
del neuroblastoma humano, en células HT22, SH-SY5Y del hipocampo segun la
evaluacion de la liberacion de la deshidrogenasa lactica en medios de cultivo se
detect6 la generacion de especies reactivas del oxigeno en las células SH-SY5Y y
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HT22 tratadas con OTA, sin embargo, la activacion de caspasas y el aumento de
la fosforilacion de p53, solo se detectaron en las células HT22, y se encontr6 que
la expresion de varias proteinas se alteraba significativamente después de tratar
las células HT22 con OTA. Los hallazgos sugieren que las regulaciones
coordinados de redes moleculares estan involucrados en la citotoxicidad inducida
por OTA y que la respuesta proteomica pueden ser un indicativo para la
neurodegeneracion (Yoon et al, 2009).

Se realiz6 una investigacion en lactantes de Alemania para determinar las
concentraciones a las que estan expuestos a OTA al alimentarse con leche
materna. Estudios realizados en diferentes paises han mostrado una amplia gama
de concentraciones de la micotoxina. El objetivo de este estudio fue evaluar la
exposicion de los lactantes a OTA mediante el andlisis de muestras de leche
materna de donde se tomaron 2 muestras de leche por cada madre alemana de
una muestra de 90 madres quienes firmaron un consentimiento informado para
participar en el estudio. EI método analitico validado previamente tuvo un LOD de
10 ng/L y LOQ de 30 ng/L. Esto implico la extraccion L-L y el andlisis por HPLC y
con deteccion por MS/MS. Una evaluacién preliminar del riesgo se hizo utilizando
el equipo de “TDI approach.More” obteniendo que del 50% de las 90 muestras de
leche contenian niveles de OTA detectables. En general, la concentracion media
en la leche de Dortmund contenia entre 24.4 + 21.1 ng/L de un total de 30
muestras con un rango menor de 10-100 ng/L, lo que resulté significativo a los
medidos en la cohorte de Hannover con 14.4 + 15.1 ng/L de 60 muestras y un
rango: menor de 10-78 ng/L. La carga de la leche materna en las diferentes etapas
de lactancia, diferenciados por el calostro, la leche de transicion y leche madura, lo
cual no fue diferente en las 2 muestras recolectadas de Dortmund y Hannover. La
exposicion de los lactantes se evalué mediante el calculo de la ingesta de OTA a
través de la leche materna. Estos resultados fueron comparados con la ingesta
diaria tolerable reevaluado de 3 ng/kg de peso corporal/dia en un 29% de los
casos con 26 muestras de leche. La exposicion infantil a la OTA en leche humana
en Alemania suele ser baja en comparacion con otros paises. Teniendo en cuenta
que en algunos casos los niveles permitidos se superan, se debe contar con
meétodos que permitan conocer los niveles de la micotoxina y asi para regular los
contenidos de OTA en los alimentos con el objetivo de reducir la exposicién de
OTA en mujeres que amamantan a los bebes (Mufioz et al, 2008).

Se ha descrito que la lactancia materna es muy importante en el primer afio de
vida; sin embargo, la leche materna puede estar contaminada con residuos
xenobidticos y toxinas de origen natural como las micotoxinas. Una de ellas es la
OTA la cual es una de las micotoxinas que pueden jugar un papel causante de
enfermedades observadas en los recién nacidos. Por tanto, para evaluar esta
problematica se llevé a cabo un estudio para determinar los niveles de OTA en
muestras de leche materna:, para tal objetivo se recolectaron 75 muestras de
leche materna de madres cuyos bebés estaban hospitalizados en la Seccién de
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Neonatologia, del departamento de Pediatria de la Facultad de Medicina, en la
Universidad Hacettepe, de Ankara, Turquia. Todas las muestras fueron
almacenadas a -20°C hasta su analisis. Despues de su extraccion, los niveles de
OTA se determinaron por HPLC. El porcentaje de recuperacion de OTA era 91.70
y 136.6 para dos concentraciones diferentes, afiadidos a muestras de leche
materna. Los investigadores concluyeron que teniendo el potencial de riesgo de
OTA para la salud humana, y sobre todo la vulnerabilidad de los lactantes, se
requiere una mayor investigacion sobre la OTA en Turquia, para monitorizar sus
niveles en fluidos biolégicos y alimentos asi como de las estrategias de proteccion
(Gurbay et al, 2009).

Otro estudio enfocado a los lactantes, ya que la leche representa una importante
fuente de alimento o con frecuencia Unica para ellos durante los primeros meses
de vida. Dicho estudio se realiz6 sobre la presencia de AFM1 y OTA en las 14
principales marcas de férmulas infantiles comercializadas en Italia. Se determiné
mediante IAC y HPLC-FLD. Obteniendo que la AFM1 se encontré en dos de las
185 muestras, pero en niveles por debajo del limite de la legislacion europea que
son de 25 ng/L. OTA fue detectada en 133 muestras representando el 72% de
muestras con un intervalo de 35.1 a 689. 5 ng/L. La contaminacion por OTA fue
del 80% en las preparaciones listas para su uso y 63% en las muestras en polvo.
A todo esto el Comité Cientifico de la Alimentacion Humana examing la toxicologia
sobre OTA y lleg6 a la conclusion de que seria prudente reducir la exposicion a la
micotoxina y asegurar que sea hacia el extremo inferior del intervalo de ingesta
diaria tolerable de 1.2 a 14 ng/kg dia y peso corporal. La OTA también fue
evaluada por la FAO y la OMS esbleciendo una ingesta semanal tolerable
provisional de 100 ng/kg/ de peso corporal. Asi mismo los niveles de OTA en la
formulas infantiles para prematuros fueron suficientes para causar una mayor
ingesta de OTA arrojando los resultados que sefialan la necesidad de realizar
controles para los programas de prevencion, especialmente cuando se trata de
identificar marcadores de riesgo de la calidad de la alimentacion infantil (Meucci et
al, 2010).

En otro trabajo realizarén la determinacion de OTA en plasma sanguineo, para
encontrar al metabolito secundario téxico de algunas de las especies de hongos
pertenecientes a los géneros de Aspergillus y Penicillium, estos hongos se
determinaron en 168 muestras de sangre en la poblacion de Valencia en Espafia,
utilizando el método de LC-FLD. Se obtuvo informacién detallada para establecer
el tipo de dieta de los participantes. Esto se realiz6 por medio de un cuestionario
que abarcOé una amplia gama de productos que pudieran estar potencialmente
contaminados por la toxina. Esta investigacion reveld la deteccion en
practicamente el 100% de las muestras con un nivel promedio de 1.09 ug de
OTAJ/L de plasma y las concentraciones variaron entre 0.15y 5.71 pug de OTA/L de
plasma. Los niveles en hombres fueron ligeramente superiores a los niveles
observados en las mujeres, teniendo que los resultados se analizaron por la
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prueba de correlacion de Spearman y estadistica de correlacion Gamma.
Durante la realizacion de las prubas no se encontré una correlacion entre el
consumo individual de 26 grupos de alimentos y plasma, donde se describidé como
una posible contaminacion con OTA. La ingesta dietética diaria de OTA se calculd
sobre la base de niveles de la toxina en plasma, utilizando las férmulas de
Breitholtz y Klassen; para la poblacion en general, y los valores medios obtenidos
fueron de 1.47+/-1.25y 2.16 +/- 1.88 ng/kg de peso corporal/dia, respectivamente.
Con ello se compararon todos los resultados de la regién de Espafia (Medina et al,
2010).

En el siguiente estudio se analizaron muestras de orina humana para determinar
la concentracion de OTA, las cuales se recogieron de cuatro diferentes regiones
de Turquia. Estas muestras fueron analizadas por dilucion de NaHCO3, y con los
métodos de la IAC y HPLC-FLD. En la repetibilidad del método, se encontraron
valores de la RSD de entre 3.83 y 8.86, de la exactitud, y se encontraron valores
de recuperacion entre 85.7% y 110.5%; el limite de deteccién (LOD) asi como el
limite de cuantificacion (LOQ) del método se fueron de 0.006 y 0.018 ng/mL
respectivamente. Para llevar a cabo el analisis se recogieron las primeras
muestras de orina de la mafana y los resultados se ajustaron con los niveles de
creatinina. El 83% del total recolectado de un total de 233 muestras se consideré
estar contaminado con grandes cantidades de OTA. Se encontré OTA en 90.1%,
y la concentracion de OTA promedio con creatinina fue de 14.34 ng/g y el valor
mas alto de creatinina con OTA fue 75.60 ng/g, logrando definir el perfil de
exposicion a OTA en humano entre los voluntarios. Pero por otra parte en relacion
con género, edad, habitos dietéticos, el consumo de café, tabaco, alcohol en
habitos de los voluntarios, no se encontré correlacion a la exposicion a la OTA
(Akdemir et al, 2010).

Se realizé otro analisis simultdneo de OTA en plasma y orina utilizando el
biomonitoreo para su evaluacibn como consecuencia de la ingesta y por la
intoxicacién en muestras de 13 voluntarios. La OTA se une a las proteinas del
suero y es eliminada por via renal, el método utiliza una hidrolisis enzimatica con
extraccion L-L analizandose mediante CL-UV, revelando la presencia de OTA y
OTA alfa, con un limite de cuantificacion de 0.05 ng/ml en orina, y 0.1ng/ml en
plasma, como resultado no se encontrd presencia del glucuronidos para OTA por
otra parte para fueron los principales productores de OTA alfa confirmandose por
MS/MSy concluyendo que la OTA alfa se encontr6 en gran parte; se propuso
incluir un analisis de este metabolito a futuros estudios de biomonitoreo (Mufioz et
al, 2010).

Se realizé un analisis para establecer la exposicion a OTA, a través de sus
metabolitos a ocratoxina detectados en orina humana en un grupo de 72 personas
adultas de la ciudad de Lleida en Espafa. Dichas muestras fueron tratadas
enzimaticamente; OTA y a-OTA se separaron por extraccion liquido-liquido y se
midieron por HPLC-FLD. La exposicion a la OTA también fue evaluada por la
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estimacion de su ingesta diaria de datos de contaminacion de los alimentos de la
literatura y de los datos de consumo de alimentos proporcionados por los
participantes, que llenaron un cuestionario de frecuencia de alimentos y un registro
del consumo de alimentos de tres dias. La presencia de OTA se encontr6 en
12.5%, y LOD de 0.034 ng/mL fue menor que la a-OTA que fue 61.1%, LOD de
0.023 ng/ml. El intervalo de concentraciones era 0.057 y hasta 0.562 ng/ml y 0.056
a 2.894 ng/ml para la OTA y para a-OTA, respectivamente. Como resultado se
mostré en las muestras positivas los datos de frecuencia del alimento que se
relaciona con la concentracion de OTA en la orina, por otra parte los datos
registros del consumo por tres dias estaban relacionados con los niveles a-OTA
en la orina. Se concluydo que la ingesta diaria de OTA estimada de los
participantes fue menor a 30% de la ultima ingesta diaria tolerable provisional de
14 ng/kg de peso corporal/dia (Coronel et al, 2011).

Se realizd una investigacion de OTA que se encuentra en los alimentos y por
habitos nutricionales de las mujeres embarazadas se puede encontrar en sangre y
leche, dicho estudio se realiz6 en 130 mujeres embarazadas, tanto de
nacionalidad italiana asi como extranjeros en ltalia. Teniendo en cuenta que el
consumo de alimentos se evalud durante el embarazo, el contenido de OTA se
determiné en sangre del cordén y de la leche materna ambos por HPLC. Los
resultados mostraron que la ingesta diaria media de OTA fue de 1.02 + 1.20 y 0.87
+ 0.78 ng/kg de peso corporal para las mujeres italianas y no italianas
respectivamente, pero la diferencia no fue estadisticamente significativa. La
incidencia de las muestras leche positivas fue de 73% y 85% entre las madres
italianas y no italianas respectivamente. El consumo de carne de cerdo, refrescos,
dulces y vino tinto mostraron una relacion significativa con el nivel de OTA en el
suero. En lo que se refiere a leche, hubo una relacion positiva con la carne de
cerdo, dulces, bebidas gaseosas y aceites de semillas. Encontrandose una
relacion positiva entre el nivel de OTA suero y la OTA relacion suero/leche. Por
otra parte la ingesta de OTA no tuvo efecto sobre el nivel de creatinina en la
sangre del corddn umbilical. Para lo cual se llegd a la conclusion de que este
estudio confirma que la OTA se haya presente en la leche humana y por lo tanto
podria suponer un riesgo para el recién nacido (Biasucci et al, 2011).

Se presentd un solo método por LCMS-MS para la determinacién de OTA en
distintos fluidos que resulté fiable. Se evaluaron las muestras para conocer el
contenido de micotoxinas por espectrometria de masas en tandem, mostrando que
17 muestras de suero, 18 muestras de orina y 21 muestras de liquido amniético
contenenian hasta 200 ng/L de OTA. Las muestras se obtuvieron de mujeres
embarazadas y se observo que OTA se encontraba en mayor concentracion en el
liguido amnidtico con 4.26 ug/L. Se concluyéo que las micotoxinas pueden
atravesar placenta, mas no presenta riesgo alguno para el feto y menos a la
madre, en este caso por las concentraciones encontradas que estan por debajo de
lo indicado por organismos internacionales (Ritieni et al, 2011).
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La preocupacion que se tiene de que OTA esté presente en los diferentes
alimentos, exige contar con técnicas de alto rendimiento para su deteccion, calidad
y evaluacion de la misma. Una de ellas es ELISA desarrollada para el analisis
durante la investigacion de OTA, mediante electroquimica e inmunosensores que
se basan en diferentes procedimientos de inmovilizacién. Los inmunosensores
basados en avidina y biotina mostraron un mejor desempefio en comparacion a
los basados en la adsorcion de albumina de bovino. El rendimiento de los
anticuerpos policlonales y monoclonales contra la OTA fueron comparados con 50
valores con un orden inferior, esto cuando se trabajo con el anticuerpo monoclonal
(MADb). Por otra parte la fosfatasa alcalina (ALP) y peroxidasa de rabano picante
(HRP) se evaluarén como anticuerpos secundarios (marcados respectivamente).
Ambos llegaron a resultados similares cuando se trabajo con soluciones estandar
de OTA en tampon. Sin embargo, las interferencias electroactivas presentes en las
muestras obtenidas de vino no afectraon a los inmunosensores con HRP
mostrando una desviacion del 4% por lo que se oxido en la aplicacion de 0.225V
de Ag/AgCl, y en los inmunosensores con ALP se obtuvo una desviacion del 25%.
Teniendo en cuenta que hubo un 80% de la unién al anticuerpo, el LOD de 0.7
para HRP y 0.3 ALP ng/ml, por lo cual se valido a estos inmunosensores para
evaluar los niveles de OTA en vino (Prieto et al, 2008).

Se realizd un estudio para determinar OTA en 38 muestras de sangre de una
poblacion de rumanos sanos de ambos sexos. OTA se determind por ELISA
mediante el método directo, competitivo en fase solida; el limite minimo de
cuantificacion para la determinacion en muestras de suero fue 0.0289 ng/mL
teniendo que el porcentaje de muestras positivas fue del 100%. Las
concentraciones de OTA variaron entre 0.04 ng/mL y 1 ng/mL. No teniendo
diferencia significativa entre las concentraciones de OTA en los hombres frente a
mujeres de 0.24 +/- 0.20 ng/ml frente a 0.17+/- 0.15 ng/ml llegando a concluir que
las muestras de sangre analizadas exhiben un grado muy alto de exposicion a la
OTA, pero en solo aproximadamente el 10% de los sujetos superaron 0.5 ng/mL,
lo que se considera el umbral de la patologia renal inducida por OTA frente a una
exposicidon a las micotoxinas productoras de OTA (Zlavog et al, 2014).

En resumen...

De acuerdo a la informacion mostrada en los articulos anteriores se observa la
preocupacion que hay en diversos paises por la presencia de la OTA en las
muestras biolégicas. Esto demuestra que la poblacion, en general, esta expuesta
a esta micotoxina. En varios articulos se menciona que los niveles encontrados
estan por debajo de los limites permitidos; sin embargo, se deben seguir haciendo
esfuerzos por contener la contaminacion de los alimentos que consumen los
humanos. Por otro lado, la determinacion de OTA en las muestras biolégicas
muestra que las técnicas mas utlizadas son HPLC con deteccion de fluorescecia
principalmente, al UV y MS/MS. En algunos casos se utiliza ELISA.
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7.2. DETERMINACION DE OTA EN TEJIDOS Y FLUIDOS
ANIMALES.

Los métodos por cromatografia liquida se han utilizado para la deteccion de la
OTA y sus metabolitos como lo son: a-OTA, 10-hidroxi OTA, 4R-hidroxi OTA y el
éster etilico, obtenidas de los experimentos de cultivo celular Caco-2 y en
muestras de orina de ovejas. Se desarrollaron métodos por HPLC-FLD vy
LCMS/MSMS vy se validaron para la deteccion de la micotoxina y los metabolitos
mencionados, que fueron utilizados como un estandar interno. Los valores de
LOD/ LOQ por el método de HPLC-FLD para: a-OTA, 4R-OHOTA y OTA fueron de
0.63/2.11, 0.99/3.31 y 0.84/2.81 ug/L, respectivamente, y de 0.98/3.28, 1.11/3.72 y
0.88/2.96ug/L, respectivamente, para el método de LCMS/MSMS. Posteriormente,
la precision entre ambos fue menor del 12% para el método de HPLC-FLD y <10%
para el método LC-MS/MSMS. Se determind la recuperacion de OTA y sus
metabolitos entre 71 y 111% para el método de HPLC-FLD y entre 79 y 110% para
el método LC-MS/MS. Ya que en el primer experimento solo se afiadio OTA a las
células Caco-2, y por otra parte en el segundo experimento se afadié 3-
metilcolantreno, el cual estuvo presente en los sistemas de cultivo celular. Ademas
de la OTA, que fue recuperado en todas las muestras, se encontré6 un compuesto
desconocido el cual también se observé en el segundo experimento, cuando se
afadié el 3-Metilcolantreno. Los resultados mostraron que la concentracién de
OTA en las muestras se redujo en un 50%. Dichos métodos también se aplicaron
para el analisis de orina de ovejas, a las que se les aliment6 con cantidades
crecientes de OTA. Concluyendo que con el método de HPLC-FLD se determiné
el aumento de OTA y sus metabolitos segun la cantidad ingerida, los resultados
obtenidos se confirmaron con el método LCMS /MS MS (Schaut et al, 2008).

Se realiz6 un estudio para saber la eficacia de fibras de trigo micronizadas solas
(MWF) y en asociaciéon con levadura (MWF-JOC) como adsorbentes activos para
disminuir los niveles de OTA in vivo, administrando a 48 ratas identificadas y
distribuidas equitativamente en cuatro grupos como: 1.-control, 2.- dieta
naturalmente contaminados con OTA con 2.2 ug/g, 3.- Dieta OTA naturalmente
contaminados con 2.2 ug/g y modificado con fibras de trigo micronizadas (MWF)
2%, 4.- dieta contaminada de manera natural con OTA con 2 ug/g pero modificado
con MWF (1.8%) y en asociacion con JOC (0.2%). Esto se mantuvo en un periodo
de 4 semanas correspondiente con una ingesta diaria entre 132.2 y 146.1 ug de
OTA/Kkg de peso corporal. El resultado que se obtuvo fue la disminucion en el peso
corporal de la rata, en comparacion con los controles. Los adsorbentes no
aliviaron significativamente la depresién del crecimiento causado por la dieta
contaminada. Se observo cierto efecto protector de MWF pues la concentracion de
OTA en el plasma disminuy6 40.5%, en rifion 28.1% y el higado el 38.8%. Sin
embargo, la mezcla MWF- JOC no mejor6 su actividad protectora contra OTA. Los
resultados de las concentraciones de OTA fecales fueron mayores por MWF y
MWF-JOC en animales tratados respectivamente, la comparaciéon con el control
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positivo tomado en conjunto, mostraron resultados que sugieren que las dietas con
MWF son mejor para contrarrestar los efectos de contaminacion por OTA (Aoudia
et al, 2008).

La siguiente investigacion se realizdé en ratas; el objetivo de este estudio fue
identificar las vias que se modulan in vivo por OTA en ratas macho F344 con el fin
de obtener una mayor comprension de su mecanismo de toxicidad renal. La
ingesta diaria para las ratas de OTA fue de 500 pg/kg de peso corporal. Se
analizaron los perfiles de expresion génica en tejidos de los 6rganos después de la
administracion a 7 y 21 dias. Obteniendo resultados de un aumento dependiente
del tiempo de concentracion de OTA encontrandose en el plasma, rifion e higado,
las concentraciones son similares; sin embargo, los examenes histopatologicos
sélo revelaron cambios en el rifidbn observandose signos de nefrotoxicidad lo que
implic6 la necrosis de células individuales y nldcleos cariomegalicos
(agrandamiento celular) en las ratas tratadas. El nUmero de genes expresados en
el rindn fue mucho mayor que en el higado, 541 frente a 11, respectivamente. Se
observaron caracteristicas similares con otros datos de expresién génica in vivo.
Sin embargo, hubo grandes diferencias que fueron encontradas con datos in vivo
a la expresion anterior en el gen, con la excepcion de respuesta al dafio de ADN
gue no se observé a nivel de mRNA en cualquiera de las condiciones de estudio.
El descenso de regulacion fue por estrés oxidativo y los genes implicados en el
metabolismo y el transporte que se inhibieron en ambos puntos temporales. La
regucalcina, gen implicado en la homeostasis del calcio se inhibi6 en ambos
momentos y los genes implicados en la supervivencia y proliferacion celular
estaban regulados hasta el dia 21. Por tanto, los factores de traduccion y los
genes de anexina fueron reguladas en ambos puntos temporales. Concluyendo
que el estrés oxidativo, las alteraciones de la homeostasis del calcio y la estructura
del citoesqueleto pueden estar presentes en los primeras etapas de toxicidad de la
OTA (Arbillaga et al, 2008).

Se disefiaron experimentos para medir la circulacién de OTA en rifiones de rata.
Se observo una concentracion plasmatica maxima a las tres horas de alimentacion
aguda con sonda. Los niveles se mantuvieron por 4 dias antes de que las
concentraciones empezaran a declinar. Se les administré una dosis diaria de 100
ug de OTA a diferentes razas de ratas, de tal manera que se estabilizaran sus
niveles plasméaticos. En la raza Fisher, los niveles plasmaticos se estabilizaron
primero y se encontro una vida media plamatica de 8 a 10 dias. En cambio, en las
ratas “Dark Agouti”, se obtuvo un menor valor de concentracion méaxima al estado
estacionario, las concentraciones plasmaticas fueron minimas y el tiempo de vida
media plasmatica fue de dos a tres dias. En las ratas hibridas F1 (Sprague
Dawley-Fisher), los machos ingirieron 100 pg de OTA diariamente encontrandose
un valor plasmatico al estado estacionario similar al obtenido para las ratas Fisher
en los machos después de una exposicion de 5 meses. Aun cuando no se pueden
establecer las causas de la presencia de tumores renales en las ratas Fisher y
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Dark agouti, fue posible conocer las tasas de eliminacion de OTA y otros datos
toxicolégicos importantes, sobre el riesgo de esta micotoxina en la dieta de
humanos (Mantle, 2008).

Se realizé un estudio en un gallinero de China para evaluar las micotoxinas que se
encuentran en el aire; para esto se utilizé un método por IAC y HPLC para
cuantificar simultdneamente seis tipos de micotoxinas; OTA, ZEA y cuatro AFS,
recolectandose 52 muestras de aire con el equipo “AGI-30“ el cual utiliza agua
pura como medio de recoleccion. En la que 20 muestras se mostraron positivas
con 38.46% para cuatro micotoxinas. Obteniendo concentraciones en el aire para
AFG, AFB, y ZEA de 0.189 +/- 0.024 en 9 muestras, 0.080 +/- 0.003 en 11
muestras y 2.363 +/- 0.030 en 5 muestras expresados en ng/m respectivamente,
por otra parte la concentracion de OTA fue 8.530 ng/m en 1 muestra. Llegando a
resultados de que un pollo puede inhalar desde 0.019-0.057ng de AFG, 0.013-
0.019 ng de AFB, 0.436- 0.513 ng de ZEA, y 1.706 ng de OTA, respectivamente,
en un dia. Por tanto un trabajador avicola puede inhalar de 0.504-1.512ng de AFB,
0.752- 2.28ng AFG, 68.240ng de OTA, y 17.432-20.512ng de ZEA en un dia de
trabajo en la granja. Este es el primer informe sobre micotoxinas que se
encuentran en el medio ambiente del gallinero (Wang et al, 2008).

Este estudio se enfocd en evaluar 50 muestras para determinar la micobiota
frecuente y la concentracion de OTA en alimentos de marca comercial para aves
que se producen en una empresa de Venezuela. La concentracion de las
muestras analizadas se determiné utilizando ELISA. Los géneros aislados fueron
Aspergillus en un 36% y Penicillium 20%. De estos géneros, las especies aisladas
con mayor frecuencia fueron Aspergillus flavus, Aspergillus terreus y Penicillium
citrinum, especies como Eurotium herbariorum, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus y Aspergillus glaucus, también se encontraron pero en menor
frecuencia especies como Rhodotorula mucilaginosa que fue aislada como Unica
levadura en un 94% de muestras de alimentos contaminados en un intervalo entre
2.558 y 31.978 pg/kg en alimentacion y 42% de ellos presenta niveles de OTA
desde 10 a 20 pg/kg. Esta investigacion concluyo con el 84% de las muestras de
alimentos tienen una concentracion que supera el limite maximo permitido para la
OTA de 5 pg/kg, establecido en la mayoria de los paises (Figueroa et al, 2009).

Se realizdé un estudio para determinar la capacidad de trigo micronizado como
dieta para cerdos, la cual se contaminé de manera natural. El estudio se realiz6é en
un total de 96 cerdos, dandoles una alimentacion consistente en cuatro diferentes
dietas durante 28 dias. La primera dieta fue control, la segunda dieta control
modificado con 1% MWEF, la tercera fue contaminada naturalmenmte con OTA
(117.45 +/- 4.74 ng/g), y la cuarta contaminada naturalmente por OTA pero con
niveles de 118.13 +/- 2.85 ng/g adicionada con 1% MWF. Para ello no mostré
diferencia significativa en la eficacia entre las dietas. En el peso absoluto de los
riiones e higado fueron significativamente mayores en los cerdos alimentados con
la dieta contaminada con OTA (dieta 3) como en comparacién con la dieta de
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control (dieta 1) o con la dieta control modificado con MWF (Dieta 2.) Sin embargo,
el uso de MWF (dieta 4) fue protegida significativamente en contra de estos
cambios de peso. El efecto protector significativo de MWF fue también observado
en términos de concentracion de OTA en el plasma con un 45,6% en disminucién,
en rifidbn con 40.8% disminuido e higado en 26.5%. Estos resultados sugirieron
gue la adicion de MWF es eficaz para la disminucién en la biodisponibilidad de las
dietas contaminadas con OTA en cerdos (Aoudia et al, 2009).

Estudios realizados en aductos de ADN por cromatografia para la deteccion de
carcinogenicidad renal llamada 32 P-postlabeling, contrasta que los intentos
experimentales para demostrar la ausencia de OTA en tales aductos. Se
obtuvieron esquemas por los mecanismos epigenéticos alternativos para la
carcinogenicidad lo cual resultdé insatisfactorio, mientras que los datos
estructurales que justifican a los aductos del ADN de OTA también se mostraron
ausentes. Por tanto se decidi6 desarrollar mejor la metodologia revelando un
aducto directo aislando en pequeiias cantidades de los rifiones de cinco ratas
Dark Agouti a las que se les habia administrado OTA por cuatro dias
consecutivos. Se describieron los datos estructurales para el aducto directo de la
interaccion entre OTA/ADN in vitro y su aislamiento por la metodologia
desarrollada “postlabeling”, creando esencialmente una B-guanina en el aducto de
OTA, con lo que se muestra la falta de adaptacibn de los protocolos
experimentales a la genotoxicidad de OTA. Se concluyé que la exposicion in vivo
de ADN renal a los ciclos de la aduccion con OTA, necesariamente prolonga la
ocurrencia de carcinogénesis, la cual es razonable y justificada por una neoplasia
focal ocasional que puede desarrollar el carcinoma metastatico (Mantle et al,
2009).

Se realiz6é una inspeccién en carne observandose con frecuencia nefropatias y se
noté que se diferencia morfolégicamente de la llamada “nefropatia micotoxica
porcina” en pollos bulgaros. Se encontré que tenia una etiologia multifactorial
micotoxica al ser provocado principalmente por un efecto combinado de OTA,
acido penicillico y FB1, ademas de un metabolito que aun no es conocido. Los
niveles de contaminacion con OTA fueron consecutivamente bajos de 1.888 y
3.764 ug/kg, a diferencia de FB1 mostrando niveles altos de contaminacién de
55.641 y 32.545 ug/kg y acido penicillico de 8.386 y 9.049 ug/kg en los afios
comprendidos del 2006 y 2007 respectivamente. Algunas otras micotoxinas con
menor importancia tales como citrinina, Penitrem A, entre otras, también influyerén
en la imagen clinica patoldgica de esta nefropatia. Posteriormente, se observé una
fuerte contaminacion con Gibberella fujikuroivar, moniliformis (Fusarium
verticillioides) y otros complejos (principalmente Penicillium polonicum) Penicillium
aurantiogriseum se observaron en las muestras de alimento, casi todas
examinadas procedentes de granjas de cerdos y pollos con problemas
nefropaticos de Bulgaria. Por lo que la contaminacién con Aspergillus ochraceus,
Penicillium verrucosum y Penicillum citrinum se dio en niveles bajos en las
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mismas muestras de alimento aunque dichas especies se aislaron como
componentes raras de la micobiota (Stoev et al, 2010).

En los meses correspondientes a septiembre 2006 a marzo 2009 se recolectaron
muestras en granjas porcinas en el noroeste de Italia con el fin de identificar a
OTA en comunidades. Se tomaron 30 muestras de alimento en 2 ocasiones para
su analisis y 285 muestras de suero; su deteccion se dio mediante la utilizacién de
IAC y CL/IMSMS-FLD. Se obtuvieron muestras contaminadas por OTA en niveles
que van desde 0.22 a 38.4 pg/mL. Todas las muestras de suero como
consecuencia estuvieron contaminados con OTA en niveles que van desde 0.03 a
6.24 ng/mL, a lo que los investigadores llegaron a deducir que las muestras
contenian un nivel maximo de 50 pg/kg de OTA, considerando un contenido de
humedad de 120 g/kg lo cual es recomendado por la Comision Europea en
complementos para cerdos y forrajes completos (Pozzo et al, 2010).

Se realiz6 la evaluacién de un panel de biomarcadores para medir nefrotoxicidad
aguda y subcronica usando ratas como modelo. Dichos marcadores fueron
aprobados recientemente en EE.UU, por la FDA y la EMA para mejorar la
deteccion de nefrotoxicidad, pero son pocos los datos que se tienen sobre su
desemperio. Este estudio, se dedic6 a estudiar Kim-1, 3-2-microglobulina, cistatina
C, clusterina junto con seis proteinas de la lesion renal urinario (GST-a, TIMP-1,
VEGF, calbindina, NGAL/ lipocalina-2, osteopenia) para detectar lesion renal
aguda del tdbulo proximal inducida por farmacos o nefrotoxicidad subcrénica
durante el estudio en el modelo (rata). Las proteinas a analizar obtenidas se
midieron en muestras de orina de las ratas tratadas con gentamicina con dosis de
0.60 y 120 mg/kg de peso corporal durante 7 dias, con una dosis de OTA de 0.21,
70 y 210 mg/kg de peso corporal de hasta 90 dias. La cistatina C y NGAL parecian
ser los indicadores méas sensibles de una nefrotoxicidad con gentamicina, con
cambios significativos que ocurrieron desde el primer dia. Se observé alterada la
excrecion urinaria de KIM-1, clusterina, calbindina y TIMP-1 acompafiadas de un
aumento del BUN en ratas con BI-3 a 1000 mg/kg de peso corporal durante 14
dias. Las alteraciones histopatoldgicos inducidas por OTA mostraron efectos sobre
los parametros clinicos tradicionales y se reflejaron cambios ende Kim-1 en la
orina. En general como resultado los datos confirmaron el aumento de la
sensibilidad con los nuevos marcadores, en comparacion con los parametros
quimicos clinicos tradicionales (Hoffmann et al, 2010).

La siguiente investigacion realizada en el afio 2010 tuvo como objetivo vigilar la
presencia de OTA en el suero de los cerdos sacrificados y de investigar su
distribucion en 4 grandes regiones geograficas de Brasil. Un total de 400 muestras
de suero se obtuvieron de los 4 principales estados de Brasil obteniendo 100
muestras de cada una. Las concentraciones de OTA se determinaron por HPLC.
En la regidon de Santa Catarina, se encontré que el 60% de las muestras tenian
concentraciones de OTA de entre 4.01 hasta 75.4 mg/L. En Mato Grosso, el 75%
de las muestras tenian concentraciones de OTA que iban desde 0.17 hasta 46.79
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mg/L; las muestras de Bahia tenian concentraciones de OTA que iban desde 2,72
hasta 4.13 mg/L en el 36% de las muestras; mientras que 68% de las muestras
gue se encontraron en Rio de Janeiro con concentraciones de OTA gue van desde
0.16 hasta 115 mg/L. Sélo en los estados de Santa Catarina y Rio de Janeiro
tenian muestras de suero que superaron los 75 mg/L de OTA en el 20% vy el 2%
de las muestras, respectivamente. Se encontré una relacion directa entre las
concentraciones mas altas de OTA en el suero de los Estados de Santa Catarina 'y
Rio de Janeiro y las mayores concentraciones de OTA en los alimentos
destinados al consumo animal en los mismos 2 estados brasilefios. Se monitore6
OTA en productos de elaborados como un meétodo alternativo y se realizo el
analisis de las muestras de suero de cerdos, que reflejaron el contenido de toxinas
de la alimentacién que ingirieron. Esta estrategia podria prevenir la aparicion de
ocratoxicosis en la produccion animal, reducir las pérdidas econdémicas, y reducir
al minimo los riesgos de OTA para la salud humana (Kruger et al, 2010).

Se evaluaron 90 muestras provenientes de cerdo: suero, rifibn y de higado
procedentes de diferentes regiones de Serbia. Se donde se utilizaron 2 diferentes
métodos analiticos para la determinacién y confirmacion de OTA, la extraccidn se
realiz6 por extraccion L-L. El analisis de OTA se realiz6 con HPLC en combinacion
con FLD vy ionizacion por electro espray o CL/IMSMS. EIl analisis obtenido con
CL/MSMS ofrecié buenos resultados comparables en el nivel de concentracion
con HPLC-FLD pero indican que es mas selectivo y sensible para el analisis y
confirmacién de OTA en los tejidos del cerdo que con el método de HPLC-FLD
después de la metilacion de OTA (Milicevic et al, 2010).

Se hizo un estudio acerca de la OTA porque puede causar insuficiencia renal
posiblemente por citotoxicidad. La OTA es una micotoxina que se encuentra en
alimentos, que tiene un efecto de citotdéxico en dosis acumulativas bajas en los
corpusculos del tejido renal. Este estudio se utilizé dos grupos de ratas albinas
recién destetadas que se dividieron en: 1) control, 2) ratas tratadas con OTA con
289 mg/kg/dia. Después de 28 dias de tratamiento, se logr6 detectar una
disminucién significativa en el peso corporal, el peso del rifidn y el peso relativo en
ratas tratadas con OTA. La creatinina sérica y el nivel de urea se elevaron
ligeramente, estos resultados revelaron cambios histolégicos significativos, asi
como lesiones ultrastructrales en el grupo que fue tratado con OTA. Las lesiones
incluyeron, congestion global en el tejido renal y pérdida de demarcacién entre la
corteza y la médula. La arquitectura normal de los corpusculos renales fue
destruida y en la mayoria de los corpusculos perdié su aspecto ordinario. Los
cambios histopatologicos mas evidentes fueron en la parte urinaria e
hipercelularidad, las lesiones ultraestructurales observados en los corpusculos
renales en ratas tratadas con OTA incluyen: la proliferacion y la inflamacion de las
células endoteliales con pérdida ocasional de fenestrae, estrechamiento de la luz
capilar, podocitos con dafios secundarios, células mesangiales hipertrofiadas y
proliferado con la matriz mesangial ampliado. El endotelio fue claramente
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desertado y vacuolado, por tanto perdié sus fenestraciones en muchos capilares
glomerulares. Ademas, se encontré6 que la membrana basal glomerular (GBM)
estaba engrosada y tortuosa. Se observarén células glomerulares necréticas con
frecuencia, también se observaron células pre-apoptéticas. Se concluyé que la
exposicidn a concentraciones relativamente bajas de OTA indujo lesiones
significativas a los corpusculos renales. Por otra parte, se activa el dafio oxidativo
y la necrosis que puede causar grandes dafios en el rifidn y en dltima instancia, la
insuficiencia renal (Abdu et al, 2011).

Cientificos de Serbia realizaron investigaciones toxicologicas e histopatolégicas en
tejidos de pollos sacrificados, estos andlisis se llevaron a cabo para realizar una
evaluacion preliminar de la incidencia de OTA en el pollo que se venden en los
mercados del pais. En la mayoria de las muestras de tejido no se encontrd
cantidades mensurables de OTA, por otra parte, los niveles de la micotoxina que
se encontraron en los tejidos analizados fueron en general bajos y no hubo
correlacion positiva entre la presencia de OTA y la frecuencia de los cambios
histopatolégicos. Los cambios histopatolégicos degenerativos encontrados en
riiones y en higado diferian de la descripcion clasica de la nefropatia micotdxica,
indicando que la nefropatia de pollo observado en Serbia puede tener una
etiologia multitbxica con posible efecto sinérgico entre los microorganismos y
toxinas naturales, presentes en concentraciones bajas. Como resultado de que
OTA esté presente en baja concentracion, se sugirié que la carne de pollo en el
mercado minorista de Serbia, es posible que represente un riesgo para la salud
para los consumidores debido a la toxicidad de la OTA (Milicevic et al, 2011).

En el 2011 se desarroll6 un método rapido para cuantificar OTA y AFB obtenido de
plasma, higado, rindn de rata. El método desarrollado fue por HPLC- FLD y se
validé de acuerdo a criterios tales como: selectividad, estabilidad, linealidad,
precision, entre otras. Las muestras fueron extraidas con acetronilo y &cido
férmico (99:1) la separacion cromatografica se realizé con una mezcla de agua y
acetronilo y metanol (50:50) y se acidifico con 0.5% de acido férmico. EI método
evita el IAC y permite la reduccion de la muestra, volimenes de disolventes, asi
como desechos toxicos. La deteccidon se basé en una reaccion fotoquimica, que
potencia la respuesta AFB1 sin afectar la sefial de OTA antes de llegar al detector
de fluorescencia. La recuperacién de micotoxinas para cada matriz fue muy
eficiente, entre el 93% y 96% para AFB1 y entre 94% y 96% para la OTA
(Corcuera et al, 2011).

Los ingredientes utilizados en la elaboracion de alimentos para ganado fueron
analizados para detectar la presencia de AFB1, citrinina, acido penicilico T2, OTA
y ZEA. Las muestras fueron recolectadas en diferentes ranchos ganaderos y
granjas de Tamil Nadu. Las micotoxinas se determinaron en todas las muestras y
se encontré una alta ocurrencia de citrinina, seguido por la AFB1 y OTA. Los
niveles de AFB1 se encontraron entre 50 a 80 pg/kg, los niveles de OTA entre 20
a 160 pg/kg, los niveles de citrinina 20-350 pg/kg, y los niveles de acido penicillico
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entre 20 a 30 pg/kg, los niveles de toxina T2 variaron entre 75 a 450 pg/kg y los
niveles de zearalenona se encontraron entre 150 y 1.000 pg/kg respectivos. Los
resultados obtenidos del estudio para el control de micotoxinas de estos productos
en la alimentacién para ganado desalent6 la comercializacion para el desarrollo
del ganado (Sarathchandra y Muralimanohar, 2014).

En resumen...

En los articulos revisados para este apartado se encontré6 que el método de
eleccion es la HPLC con deteccion de fluorescencia (FLD) y MS/MS. Se utilizan
otras aproximaciones ya que los resultados se miden en ganancia de peso de
animales, pruebas histolégicas y hasta cambios en cultivos celulares. Se analiza la
carne de pollos, cerdos y hasta ratas. La investigacion en ratas se realiza para
conocer el mecanismo de accion de OTA, mientras que en cerdos y pollos, para
conocer su exposicion y la factibilidad de que llegue OTA a humanos a través del
consumo de la carne contaminada. Se analiza la presencia de OTA en alimentos
para el ganado y se investiga el efecto protector que pudiera tener el trigo
micronizado contra OTA en cerdos y ratas. Los estudios se realizan principalmente
en paises del este de europa e Italia; en Latinoamérica, sélo en Brasil.
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7.3. PRESENCIA DE OCRATOXINA A EN PRODUCTOS
VEGETALES.

Durante el siglo XX frecuentaba una plaga en el sur de Europa en sus vifiedos
llamada polilla de la baya 6 Lobesia botrana siendo una plaga clave en los vifiedos
de este continente. Su estudio se realiz6 debido a los dafios que provoca y a la
necesidad de combatirla de forma sistematica todos los afios. Esta se distribuye
por casi todas las regiones viticolas peninsulares, aunque su importancia es muy
variable. Produce dafios considerables en vifiedos de las proviencias de Aragon,
La Rioja, Navarra, Andalucia y especialmente en las regiones costeras
mediterraneas tal como Cataluiia, Valencia, Murcia (Pérez y Mancebon, 1988).
Los dafos causados por las larvas de L. botrana puede fomentar el desarrollo de
A. niger, que conduce a la produccion de OTA y su acumulacion en las uvas. Se
llevaron a cabo ensayos en campo durante tres temporadas de uva del 2005 al
2007 en Apulia, Italia, para evaluar una estrategia de control con un insecticida
para L. botrana, como un método indirecto de la reduccién de la contaminacién por
OTA reduciendo A.niger. En los ensayos de campo realizados en el 2005 el
tratamiento con insecticida control6 los ataques de larvas, por lo que las
concentraciones de OTA se redujeron hasta en un 66% de muestras de
variedades de uva clasificadas como “Negro amaro” y “Primitivo”. Las condiciones
ambientales en 2005 y 2007 dieron como resultado un bajo nivel natural de
infestacion por L. botrana y bajos niveles de OTA en ambas variedades, tratadas y
no tratadas las muestras, llegando a concluir que existian diferencias significativas
entre las muestras tratadas y no tratadas; los resultados del estudio en campo
confirmaron informes de que las larvas son un factor de riesgo para la
acumulacion de OTA, por lo que se debe tener control en los vifiedos para reducir
las concentraciones de OTA en las uvas (Cozzi et al, 2009).

La OTA es una micotoxina nefrotdxica, carcinogénica, teratogénica y con efectos
inmunotéxicos, esta micotoxina se encuentran de forma natural en productos
agricolas, incluidos en uvas y vinos. Las especies de Aspergillus siendo los
principales responsables de la contaminacion en las uvas para la elaboracion de
vino y en particular Aspergillus carbonarius y Aspergillus niger (Abraham vy
Ernesto, 2009). Se estudiaron en los vifiedos franceses de la region mediterranea
la biodiversidad de diferentes cepas de Aspergillus en Languedoc-Rosellonl, de
donde se aislaron 189 cepas de las uvas y fueron analizadas de acuerdo a la
cosecha que se produjo en la zona ese afio. Las cepas se identificaron y se
clasificaron en dos grupos de acuerdo a sus caracteristicas macroscoépicas y
microscopicas: A. carbonarius como el grupo representativo y A. niger como el
grupo representativo agregado; la biodiversidad de cada cepa se estudio de
acuerdo al genotipo y fenotipo. La identificacion se realiz6 utilizando el par de
iniciadores ITS1/ CAR y ITS1/NIG, y se confirmé mediante PCR 24 metabolitos
ocratoxigénicos pertenecientes a A. carbonarius y A. niger. Por tanto el uso de
iniciadores especificos apoy6 a la identificacion basada en fenotipos y caracteres
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morfologicos. La agrupacion entre cepas de A. niger se asocié con la produccion y
la cosecha en la zona de Languedoc-Rosellonl del afio, pero no con la variedad de
la uva o del tratamiento de la precosecha. Por otra parte la agrupacion entre cepas
de A. carbonarius no se asocié con ninguno de los parametros anteriores. Por lo
cual se mencioné que la produccion de OTA de las cepas en medio de cultivos
parecian tener una correlacion mejor con los caracteres morfolégicos masno con
los perfiles genotipicos presentados, concluyendo que no hay una relacion que
pudiese establecerse entre los caracteres fenotipicos y genotipicos de la especie
de Aspergillus estudiados y analizados (Dachoupakan et al, 2009).

El siguiente trabajo se realizé durante el afio 2005 en el periodo de cosecha de
uvas libanesas de donde se aislaron 510 cepas de hongos filamentosos de los
cuales 487 pertenecian al género de Aspergillus spp: se hallaron en un 95.5% y
23% que pertenecian a Penicillium spp, con el 4.5%.Tambien se hallaron especies
de A.niger constituyendo el 56.9%, Aspergillus japonicus en 2.9% y 1.8% de
Aspergillus carbonarius, mientras que la tasa de aislamiento de Aspergillus flavus
no se encontrd, por tanto un total del genero de Aspergillus se encontro
habitualmente en la micobiota de la uva en el 43.1% aislado. Todos los aislados
fueron probados en su la capacidad de produccién de OTA y AFB1. A. carbonarius
demostré que es la Unica especie capaz de producir la OTA en un 100% de
produccion y alcanzando una concentracion maxima de 8.38 pg/g. Por otra parte,
el 43,4% de los aislados aflatoxigénicos de A. flavus quien produce AFB1 con una
produccion maxima que alcanza 22.6 ug/g, mientras que ninguno de los otros
aislados mostré una capacidad de produccion de esta micotoxina. También se
analizaron 47 muestras de mosto producidos a partir de las uvas recolectadas,
ninguna de estas muestras fue contaminada por OTA en un limite detectable,
mientras que se encontré que el 40% de estas mismas muestras contenian AFB1
en concentraciones que van desde 0,01 a O pg/L (El Khoury et al, 2008).

Como ya se ha mencionado la OTA es producida por hongos del genero
Aspergillus, Penicillum, Fusarium, entre otras especies (Elika, 2013). Se
investigaron aislamientos bacterianos de Mississippi en tierra de sembradios de
maiz de campo y de rizosfera; las muestras se evaluaron por su potencial como
agentes de control bioldgico contra Aspergillus flavus y Fusarium verticillioides.
Las cepas aisladas fueron desafiadas en un cultivo liquido contra A. flavus y en
medios de agar contra A. flavus y F. verticillioides. Como resultado se obtuvo la
identificacion de 221 cepas que inhibieron el crecimiento de los hongos. Estas
bacterias fueron identificadas por su produccion de enzimas extracelulares que
hidrolizaban la quitina, las paredes de levaduras y la produccion de metabolitos
antifangicos. Ademas, se realizo la identificacion molecular y bioquimica de las
cepas bacterianas; los géneros mas frecuentes aisladas de muestras de rizosfera
eran Burkholderia Pseudomonas y los géneros que aislados de los suelos de
sembradios Pseudomonas y Bacillus. Géneros menos frecuentes incluyen
Stenotrophomonas, Agrobacterium, Variovorax, Wautersia y varios géneros de
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bacterias corineforme y entéricas. En ensayos cuantitativos se aislaron cepas de
P.chlororaphis y P. fluorescens, constantemente se inhibidé la produccion de A.
flavus y F. verticillioides. Los resultados demostraron el potencial para el desarrollo
de agentes individuales para un control simultaneo contra especies de A. flavus y
F. verticillioides (Palumbo et al, 2011).

Otro factor de posible contaminacion fangica en plantas, es la presencia de
contaminacion fungica en las semillas de quinoa de muestras obtenidas de
lugares como el Salar de Uyuni, Bolivia; Salta y provincias de Tucuman, Argentina;
se obtuvieron las muestras con y sin tratamiento, esto para quitar las saponinas
(método humedo). En muestras procesadas, el porcentaje de infeccién se redujo
en los tres lugares, aungque Penicillium y Aspergillus fueron los que se encontraron
con mayor frecuencia, independientemente del origen geogréfico de las muestras.
Otros géneros, tales como Eurotium, Fusarium, Phoma, Ulocladium, Mucor y
Rhizopus se ailaron con menor frecuencia. Absidia, Alternaria, Cladosporium,
Dreschlera, Epicoccum Monascus se aislaron de forma esporadica. Hubo una
diferencia significativa en la distribucion de especies de hongos en las muestras
con y sin saponinas de cada lugar. Concluyendo que en todos los casos el
tratamiento provocé una disminucion de Aspergillus, mientras que aumentd la
proporcion de Penicillium, Eurotium, Mucor y Rhizopus indicando que estos
géneros se encuentran en la parte interna. A. flavus y A. niger fueron las especies
dominantes del género Aspergillus. Un patron similar de especies de Penicillium
se observo en las muestras con y sin saponinas, ya que P. aurantiogriseum, P.
citrinum, P. crustosum siempre estuvieron presentes en gran numero, aunque su
densidad relativa es variable segun el origen geogréfico de las muestras (Pappier
et al, 2011).

Por otra parte, existen hongos asociados con OTA que estan presentes en plantas
como la raiz de regaliz. Investigadores consideraron que los medicamentos a base
de esta planta podrian contener a la micotoxina. Se obtuvieron muestras de
plantas de regaliz de mercados, ubicadas en Jiangxi, Zhejiang, en las provincias
de Henan y Beijing, China, donde se encontraron especies mediante LC-MS/MS
pertenecientes a Penicillium, Aspergillus, Eurotium, Fusarium, Mucor vy
Scopulariopsis. La composicion fuangica fue diferente en cada muestra de raiz de
regaliz; la especie de Penicillium polinicum fue el hongo mas predominante con el
54% del total de aislados de muestras de raiz de regaliz de la provincia de Jiangxi,
gue ademas, presentaba la mayor contaminacion con OTA. En otras muestras con
menor concentracion de OTA, se encontr6 que las especies de Aspergillus y
Eurotium eran predominantes. Por otra parte, la producciéon de OTA en cepas
representativas de arroz fue detectado también LC-MS/MS, aislandose Penicillum
polonicum y P.chrysogenum que son ocratoxigénicos, las concentraciones de OTA
variaron desde 6.94 hasta 217.37 ng/g. Este fue el primer estudio realizado que
informa que P. polonicum es considerado como hongo productor de OTA.
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Concluyendo que la contaminacion por OTA de la raiz de regaliz constituye un
peligro para la salud durante su consumo (Chen et al, 2011).

Mediante HPLC-FLD se determind la presencia de OTA en plantas medicinales de
china comunmente utilizadas como especias, aditivos o también como alimento.
Debido a su procedencia, dichas plantas pueden estar contaminadas por varias
especies de hongos, incluyendo hongos ocratoxigenicos. Por ello se desarrollé un
meétodo confiable para la determinacion de OTA en plantas de diferentes origenes
y asi poder controlar los niveles de la micotoxina en China. El analisis implico la
extraccion de OTA con metanol/agua, por IAC y HPLC-FLD. Los resultados
positivos fueron confirmados por LC-ESI-MS/MS, obteniendo un LOD de 0.3 wkg,
basado en relacion sefial/ ruido de 3: 1. Del total de 57 muestras de las plantas
medicinales de seis &reas diferentes, 31 presentaron contaminacion visible por
hongos debido a un mal almacenamiento, mientras que 26 muestras que fueron
compradas en los mercados locales de plantas medicinales no presentaron
contaminacion visible. Los resultados mostraron que en 23 de las muestras con
contaminacion visibles y dos sin contaminacion visible contenian OTA en niveles
que iban de 1.2-158.7 y 2.5-5.6 pg/kg, respectivamente (Yang et al, 2010).

En resumen...

Los articulos incluidos en este apartado muestran, principalmente, otro aspecto en
el control de la contaminacién por OTA: el control de las especies fungicas
ocratoxigénicas. Se muestra como controlar el crecimiento de dichos hongos en
vifiedos de ltalia, Espafia y Francia; se identifican especies bacterianas que
pueden utilizarse en el control del crecimiento de Aspergillus y Penicillium. Se
evalua la presencia de saponinas en las semillas de quinoa en el crecimiento de
Aspergillus y Penicillium. Finalmente, se mide la presencia de OTA en la raiz de
regaliz, plantas medicinales y arroz usando HPLC MS/MS y/o FLD. Entonces,
estos ultimos métodos siguen siendo de eleccidon en la determinacion de OTA. Lo
interesante son las diversas estrategias usadas para controlar la presencia y
crecimiento de hongos ocratoxigénicos.
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7.4. DETERMINACION DE OTA EN GRANOS Y CEREALES.

Se investigaron los granos de café viethamitas para determinar la presencia de
especies de Aspergillius. El 93% de las muestras de café resultaron positivas para
A. niger. Ninguna otra especie ocratoxigénica estaba presente en ellos. Mediante
HPLC se determino que el 8.7% de las cepas de A. niger eran positivas para OTA.
No se encontré diferencia significativa en el nivel de contaminacién o en la
incidencia de las cepas toxigénicas en las muestras que habian sido rechazadas
por el manual de clasificacion y los que estaban destinados para el consumo
humano (llic et al, 2007).

Se desarrollaron métodos por HPLC-FLD y LCMS/MSMS, para la determinacion
simultdnea de OTA, OTB y CIT en productos de cereales, frutas y café. Las
muestras se extrajeron con acetato de etilo en condiciones acidas, y luego se
limpiaron con una extraccion L-L. Las soluciones resultantes de la extraccion se
analizaron por HPLC-FLD y LCMS/MSMS. La adquisicion de espectrometria de
masas se realiz6 en modo de iones positivos. Las actuaciones de ambos
detectores eran casi equivalentes obteniendo recuperaciones de OTA y OTB entre
87-111%, y de CIT 70-88%. Los LOQ de la OTA, OTB y CIT fue 0.1 pg/kg, En
conclusién, estos métodos se consideraron Utiles para la determinacion de las tres
micotoxinas a niveles bajos de 0.1 pg/kg (Tabata et al, 2008).

Se desarrollé un procedimiento rapido y fiable para la determinacion de OTA en el
café verde y tostado. EI método consistié en la extraccion de la muestra con
metanol y carbonato de sodio (20:80) y 1% de PEG 8000, seguido por IAC y
finalmente por HPLC-FLD. Las recuperaciones para el café verde y tostado se
obtuvieron en niveles que van desde el 94 y el 105%. El limite se determind por
triplicado y se obtuvo de 0.032 ng/g y de precision fue del 6%. El método descrito
se ha utilizado para evaluar la influencia de calcinacion de lotes comerciales de
café verde y tostado con OTA y también en diferentes procesos para la
elaboracion de la cerveza. Los resultados mostraron que el café tostado tuvo una
reduccion significativa en los niveles de OTA del 65-100%. Un factor que afecta a
OTA es la forma en que se prepara el café pues utilizando “Moka Express” (café
italiano) se observo una reduccion significativa de la concentracion de OTA del 50-
75%. Entonces cuando hay agua caliente en contacto con el café durante un corto
tiempo hay disminucion de la contaminacion por OTA. Por contrario, el café por
infusion durante 10 minutos causo bajas reducciones de OTA (La Pera et al,
2008).

Se realizacion estudios para comparar la determinacion de OTA mediante dos
procedimientos IAC y HPLC, en muestras de cereales (trigo y sémolas de maiz),
uvas, pasas y granos de café verde, endiferentes laboratorios. La prueba de
recuperacion se llevd a cabo en dos diferentes concentraciones de la micotoxina
(0.5 y 5.0ug/kg), excepto para las uvas pasas contaminadas de forma natural. El
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uso de la IAC, las tasas de recuperacion, la repetibilidad y la reproducibilidad para
el trigo, sémola de maiz y granos de café verde variaron desde 59.0 hasta 85.8,
4.2 a 7.8y 22.9-29.2%, respectivamente. Para pasas contaminadas naturalmente,
la recuperacion, RSD (r) y la RSD (R) fueron 84.1, 1.8 y 5.1%, respectivamente. Y
para el uso de la columna multifuncional, las tasas de recuperacion, RSD (r) y la
RSD (R) para el trigo, sémola de maiz y granos de café verde variaron desde 80,8
hasta 185.0, 0.7 a 6.9 y 15.2 a 33.9%, respectivamente. Para pasas contaminadas
naturalmente, la recuperaciéon, RSD (r) y RSD (R) fueron 128.7, 1.1 y 3.7%,
respectivamente. Los resultados sugirieron que una columna multifuncional puede
ser utilizado para detectar la OTA en trigo y sémola de maiz en una concentracion
baja de 0.5 pg/kg; sin embargo, era dificil de detectarla en los granos de cafée
verde y pasas a un nivel tan bajo. Aunque IAC podria ser utilizada para todas las
muestras de prueba en estos estudios se realizé desde un nivel bajo a un nivel
alto, en lo cual concluyeron gue las tasas de recuperacion son mas bajos con una
columna multifuncional (Sugita et al, 2008).

El siguiente trabajo fue realizado en Argelia en granos de trigo pues es
considerado como un alimento basico para la poblacién. El objetivo de este
estudio fue analizar a OTA que se produce en el trigo contaminado. El analisis se
llevdo acabo en un total de 85 muestras de trigo destinados para el consumo
humano las cuales se obtuvieron de dos regiones de Argelia (Tizi Ouzou y Setif)
durante las siguientes fases: antes de la cosecha, almacenamiento en silos, y
después del procesamiento. Los recuentos del valor medio de los hongos variaron
desde 275 hasta 1277 UFC/g. Como resultado se obtuvo el aislamiento del género
dominante Aspergillus, especies como de A. flavus, A. niger y A. versicolor. Las
otras especies aisladas fueron A. ochraceus, A. alliaceus, A. carbonarius, A.
terreus, A. fumigatus, A. candidus y Aspergillus spp. La ocurrencia y los niveles del
género Penicillium, Fusarium, Alternaria y Mucor eran sustancialmente inferiores a
los de Aspergillus. El almacenamiento en silos muestré niveles altos de Aspergillus
de entre el 66 al 84%, especialmente A.flavus, A.niger, otros hongos fueron
aislados en porcentajes relativamente bajos. El género Aspergillus se mantuvo
presente en niveles altos en varias fases del proceso de produccion; OTA se
produjo en 135 aislados pertenecientes a once especies de este género y 23
aislados de Penicillium spp. Posteriormente se realizé un analisis por HPLC-FLD y
se encontré 51 aislados de los cuales el 32.3% eran ocratoxigénicos. Todas las
cepas aisladas de A. ochraceus y A. alliaceus produjeron la OTA en
concentraciones que van desde 0.23 hasta 11.50 ug/g. La mayoria de las cepas
de A. carbonarius, aproximadamente el 80%, eran productores de OTA con 0.01 a
9.35 ug/g; mientras que de A. terreus se encontré en 50%, A. niger en 28%, A.
fumigatus en 40%, A. versicolor con 18% y Penicillium spp en 21.7%. Todos estos
mostraron un nivel bajo de 0.01 a 0.07 upg/g de concentracion de OTA al
determinarse en 30 muestras de trigo. Se concluyé que OTA era detectado en 12
muestras con el 40% en niveles que van desde 0.21 hasta 41.55 pg/g (Riba et al,
2008).
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La OTA es considerada como la principal micotoxina producida por especies de
hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium, que crecen en una gran variedad
de productos agricolas. Los alimentos con contaminacion suponen un peligro para
la salud de los consumidores, ya sean humanos o animales (Abraham y Ernesto,
2009). En Costa de Marfil, se realizaron numerosas investigaciones para encontrar
la mejor manera de prevenir la contaminacion por OTA de la materia prima del
cacao. Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar el impacto de la industria
con un tratamiento sobre el contenido de OTA en los productos derivados del
cacao. Las muestras fueron obtenidas de vainas de cacao y preparadas bajo
condiciones especificas que promueven la proliferacion de hongos en los granos
de cacao antes del procesamiento. Los granos fueron sometidos a los
tratamientos industriales habituales al tueste, la trituracion, prensado, aditivos, etc
tomando una porcion de muestra en cada etapa del proceso. La OTA se extrajo
con hidroxido de sodio, metanol, solucién de carbonato y se purificO usando una
IAC antes de utilizar HPLC-FLD. OTA se detectd en granos contaminados de
cacao en niveles que van desde 3.4 hasta 44.7ug/kg, con un valor de 22.9 +/- 3,6
pg/kg. La OTA se concentro principalmente en la cascara con 93%, la adicion de
aditivos disminuyeron significativamente los niveles de OTA por 24-40, 76 y 52%,
respectivamente, con una reduccion global de aproximadamente el 91%. Estos
resultados indicaron que el procesamiento industrial de cacao tiene un impacto
real en la reduccion de la OTA en los productos finales de cacao (Manda et al,
2009).

Continuando con el grano de cacao, en Espafa se realiz6 una investigacion en
granos de cacao con el objeto de identificar las poblaciones hongos presentes en
el cacao sin tostar almacenado con el fin de evaluar la produccion de OTA. Se
tomaron 20 lotes de cacao de diferentes origenes y con diferente contenido de
OTA para el estudio. Se encontraron 3 cepas de Aspergillus carbonarius y 13
Aspergillus niger, las cepas aisladas de las muestras obtenidas de granos de
cacao fueron seleccionados para evaluar la sintesis de OTA, siendo A.
carbonarius quien es productor de OTA con un limite de deteccidén 3.520 pg/kg. Se
concluyd que no todos loa granos de cacao tienen los mismos niveles de OTA ni
se encuentrab los mismos hongos productores de OTA (Amézqueta et al, 2009).

La OTA vy tricotecenos tipo B son micotoxinas que ocurren con frecuencia en los
cereales y por lo tanto se pueden encontrar en subproductos de cereales tales
como el pan. El objetivo del este trabajo fue estudiar la variacion de los niveles de
OTA, DON, 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON) y nivalenol (NIV) durante el proceso
de panificacion. Esto se hizo mediante el uso de la harina de trigo enriquecida con
diferentes niveles de toxinas. Los niveles de micotoxinas fueron controlados
después de la fermentacién de la masa con levadura (Saccharomyces cerevisiae)
y después de la coccion; ademas, con diferentes combinaciones de tiempo y
temperatura. El analisis de varianza o ANOVA de los resultados mostré una
reduccion significativa en el nivel de OTA durante la fermentacion de la masa. La

METODOS DE ANALISIS Y DETERMINACION DE OCRATOXINA A Pagina 34



reduccion oscilé entre 29.8% y 33.5%, dependiendo de la concentracién inicial de
la toxina en la harina. Durante este periodo, el nivel de las otras micotoxinas
estudiadas no se modificd. Por el contrario, en la fase de coccién habia cambios
significativos en los niveles de las cuatro micotoxinas, aunque la reduccion fue
similar en todas las condiciones de coccion. Teniendo en cuenta el tiempo, la
temperatura y las condiciones ensayadas, se concluyd que durante el periodo de
hornearneado se obtuvieron reducciones en las concentraciones de OTA, NIV, 3-
ADON, y DON de 32.9%, 76.9%, 65.6% y 47.9%, respectivamente (Valle et al,
2009).

Se realiz6 un analisis geoestadistico de la distribucion de la concentracion de
micotoxinas como OTA y DON encontradas en cereales a granel de productos
agricolas que se sabe son de peligro para la salud humana y animal. (Abraham y
Ernesto, 2009). Los lotes a granel mencionados se analizaron rutinariamente para
la deteccion de micotoxinas; sin embargo, se reconoce que el disefio de los planes
de muestreo puede ser particularmente problematico debido a la distribuciéon
heterogénea de las micotoxinas. Los estudios realizados anteriormente no
consideraron las interacciones entre la distribucion de las micotoxinas y la
estrategia utilizada para la toma de muestra. Por lo tanto, los planes de muestreo
se disefiaron en una supuesta distribucion aleatoria. El objetivo de este estudio fue
analizar la distribucion de DON y OTA en productos a granel con la geoestadistica,
siendo la primera aplicacion del analisis geoestadistico en este estudio sobre
datos de contaminacién de micotoxinas en productos a granel. Los conjuntos de
datos para el DON y OTA en el almacenamiento a granel fueron obtenidos de
informacion literaria, de los cuales so6lo uno contenia datos adecuados para el
analisis geoestadistico. Este conjunto de datos represento 26 toneladas de trigo
en camiones con un total de 100 puntos de muestra. La concentraciones de DON
y OTA eran 1.342 y 0.59 ug/kg, respectivamente. Los resultados mostraron que
DON represento una estructura espacial, mientras que la OTA distribuida al azar
en el espacio. Esta diferencia entre el DON y OTA probablemente refleja que DON
se produce en el campo, mientras que OTA se produce en el almacenamiento. La
presencia de la estructura espacial de DON implica que los planes de muestreo
deben tener en cuenta la ubicacion de la muestra, ademas de la cantidad de
puntos muestreados con el fin de obtener estimaciones fiables en la
contaminacion (Rivas et al, 2009).

Un estudio de agentes micotoxigenicos se realiz6 en 99 muestras de granos arroz
obtenidos de un mercado sueco. El principal objetivo de los investigadores fue
estudiar el hongo y las micotoxinas contenidas en el arroz basmati, con un alto
contenido de fibra, y en muestras de arroz jazmin, asi como también fue incluido el
arroz de grano largo. Las muestras se analizaron mediante HPLC para evaluar la
presencia y contenido de OTA y las diferentes AFS; esto se realiz6 junto con un
analisis morfolégico. La mayoria de las muestras se tomaron de acuerdo con el
Reglamento 401/2006 de la Comision Europea. Los analisis se realizaron en el
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arroz empacado y las submuestras obtenidas se combinaron y se mezclaron antes
de la molienda. Los resultados obtenidos muestran una mayor contaminaciéon de
micotoxinas en arroz basmati, con un 71%, y las muestras de arroz jazmin con el
20%. Se encontraron niveles detectables de aflatoxinaB1 con un nivel de 0.1ug/kg
de aflatoxina en el arroz. Dos muestras de arroz jazmin y diez muestras de arroz
“basmati”, contenian niveles superiores al limite maximo del reglamento europeo
de 2 ug/kg para la aflatoxina B1 y 4 pg/kg para el total de aflatoxinas. El género
Aspergillus fue el mas aislado pero también se encontraron Penicillium, Eurotium,
Wallemia, Cladosporium, Epicoccum, Alternaria, y Trichotecium. La presencia de
la especie de Aspergillus flavus se detecté en el 21% de las muestras lo cual
indicé un manejo incorrecto de arroz durante la produccion y el almacenamiento lo
que implicé un mayor riesgo de crecimiento del hongo. Concluyendo que la
ingesta de arroz mostré estimaciones aproximadas de una concentracion elevada
de AF de 2-3 ng/kg de peso corporal mostrando que la AF es un contaminante
comun en el arroz y que fue importado a Europa (Fredlund et al, 2009).

Se utiliz6 un disolvente supercritico para la extraccion de compuestos de acido
decanoico, dispersados en Tetrahidrofurano (THF): agua, y se propuso como
medio de extraccidn simple, rapida y eficiente de OTA en trigo antes de la
determinacién en CL-FLD. El método implicé la agitacion de 300 mg de sub
muestras de trigo (tamafio de particula 5um) y 350 pL de disolvente
supramolecular durante 15 min, después 15 minutos de centrifugacion y una
cuantificacion directa de OTA en el extracto. Al extracto se le hicieron 5 a 7
lavados con una mezcla de agua/acido acético/etanol (49,5/49,5/1). Se
investigaron las interacciones entre los componentes de la matriz con los
disolventes supercriticos (es decir, hidratos de carbono, lipidos y proteinas). Se
mostraron micelas inversas durante la extraccion y floculacion de gluten; la region
de interés analitico (es decir, en porcentajes de THF por encima del 11%), mostré
que la cuantificacion de OTA era libre de interferencias. La idoneidad del analisis
de 300 submuestras de trigo se comprobd mediante el analisis de un material de
referencia. Se obtuvieron recuperaciones de OTA en el trigo de 84% y 95% vy la
precision del método, en términos de la RSD fue del 2%. El LOQ del método fue
1.5 pg/kg y estaba por debajo del limite del umbral establecido para la OTA en los
cereales crudos por organismos de la UE (5.0 pg/kg). EI método desarrollado se
validé mediante el uso de un material de referencia certificado y se aplicé con éxito
a la determinacion de la OTA en diferentes variedades de trigo a partir de
cosechas en el sur de Espafia. Concluyendo en que este método permite una
extraccion rapida y simple de la OTA con un minimo consumo de disolventes, y
gue provee datos confiables y precisos (Garcia et al, 2009).

Se realiz6 una determinacion simultanea de 10 micotoxinas en granos de cereales
mediante UHPLC-MS/MS. Las micotoxinas fueron: OTA, OTB, ZEA, DON, 3-
acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, NIV, fusarenon, y moniliformina. Se
extrajeron con una mezcla de acetonitrilo-agua (84:16), los analitos fueron
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separados en una columna Acquity UPLC HSS eluyendose con una fase maovil de
agua y amoniaco acuoso al 0.2% y acetonitrilo/metanol (90:10, v/v). Todas las
micotoxinas se detectaron con LC-Q-TOF-MS. Esta determinaciéon se logro
mediante el empleo comercial de DON como patrén interno. Este método fue
validado determindndose una linealidad de 0.9990, con un recobro de 75.8 a
106.5%, un limite de cuantificacién de 0.09-8.48 mg/kg y precision o RSD 6.9%. A
todo esto se demostré6 que es un método adecuado para la determinacion
simultdnea de las 10 micotoxinas en granos. Por ultimo, se analizaron un total de
69 muestras de maiz recogidas al azar en el este y el norte de China. Los
resultados mostraron que el DON era el contaminante mas frecuentemente
detectado, mientras que 3-acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, NIV, ZEA,
fusarenon X y moniliformina también se encontraron con frecuencia. La OTA y la
OTB estuvieron presentes solo en pequefias cantidades en un pequefio numero
de muestras (Jin et al, 2010).

Se realiz6 el analisis a un centenar de muestras de arroz sin envasar, cada una
con un peso de 500 g que se recogieron al azar de tiendas y mercados abiertos en
el area de cultivo de arroz mas grande de Tracia, Turquia. Las muestras se
llevaron a analisis para hacer un recuento de hongos y asi establecer los géneros
que pueden estar presentes. Se encontraron de 1.0x 10! a 1.5 x 10* ufc/g en 70
de las 100 muestras y se encontrd una correlacion significativa entre el contenido
de humedad y la cantidad de hongos enontrados. Aspergillus spp. y Penicillium
spp, fueron los géneros dominantes en la zona de la que se recogieron las
muestras y se sabe que son productores potenciales de micotoxinas. Se encontro
que el contenido de micotoxinas en el arroz se correlaciona positivamente con el
contenido de humedad. Los niveles de AFS totales, AFB1 y OTA fueron superiores
a los limites maximos tolerables de 4.2 y 3 mg/kg, de acuerdo con el Reglamento
CE y el Codex de Alimentos turco para 32, 14 y 30 de 100 muestras de arroz,
respectivamente. Este fue el primer informe exhaustivo de los niveles de OTA en
el arroz cultivado en Tracia, Turquia (Aydin et al, 2011).

En este trabajo se describe una aplicacion de IAC que utiliza un sol-gel para el
aislamiento de OTA de los cultivos de cereales contaminados. Se usaron
anticuerpos monoclonales selectivos para OTA, que estan atrapados en los poros
de una matriz sol-gel para IAC. Los diferentes parametros utilizados asi como la
cantidad de anticuerpos atrapados y condiciones de carga fueron optimizados
para obtener los mayores recobros posibles de OTA. El método resultd ser una
herramienta adecuada en la preparacion de la muestra antes de la determinacién
selectiva con HPLC-FLD, en comparacion con las IAC convencionales que estan
disponibles comercialmente. En el aislamiento de OTA de los diferentes cereales,
se obtuvieron recobros de entre 82 + 5%, 90 + 6% y 91 + 3%, obteniéndose para
el trigo, la cebada y el centeno, respectivamente, con columnas de sol-gel que
contienen 1 mg de anticuerpos anti-OTA. EI LOD fue 0.5ug/kg y el LOQ se
establecio en 1ug/kg. Teniendo en cuenta que las columnas de sol-gel pueden ser
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reutilizados 7 veces sin pérdida significativa del recobro; sin embargo, después de
10 aplicaciones, el recobro disminuyé en aproximadamente el 50 % (Reiter et al,
2011).

Se realiz6 un estudio para evaluar OTA en granos de café de un cultivo ecolégico
y convencional en el sur de Minas Gerais (minas generales) en Brasil y también
para evaluar si su presencia presenta un riesgo de contaminacion en el sistema
agricola. Para ello se analizaron 30 muestras de granos de café (Coffea arabica
L.), donde 20 muestras son granos de café convencionales y 10 muestras de
granos organicos. Se realizé el aislamiento microbioldgico en agar dicloran Rosa
de Bengala cloranfenicol (DRBC), su identificacion fue a base de las
caracteristicas morfoléogicas macro y microscopicas. De las 30 muestras
analizadas, se aislaron 480 hongos filamentosos de los géneros Aspergillus. Las
especies ocratoxigénicas identificadas fueron: A.auricoumus, A. ochraceus, A.
ostianus, A. niger. Estas son las especies mas frecuentes que producen OTA,
donde A. ochraceus corresponde al 89,55% en su produccion. Por tanto no hubo
diferencia en las otras especies ocratoxigénicas, concluyendo que A. ochreceus
resultdé un riesgo de contaminacion similar para ambos sistemas convencional y
organico del cultivo de granos de café (Fatima et al, 2013).

En resumen...

Los articulos incluidos en este apartado incluyen una amplia variedad de
productos. Cuando se habla de contaminacion de alimentos por OTA se piensa en
cereales principalmente y café, por ejemplo. En este caso se esta incluyendo al
cacao y al arroz. En el caso del arroz, se estudia la contaminacion en paises como
China y Turquia, que son productores asi como Suecia, que es consumidor. En
todos los casos se encuentra OTA y segun el estudio realizado en Suecia, habra
una mayor contaminacion de acuerdo al contenido de gluten del arroz. En cuanto
al cacao, se reportan aqui dos estudios, uno en Costa de Marfil y otro en Espafa.
En ambos casos se reporta la presencia de hongos ocratoxigénicos; sin embargo,
se reporta que el proceso de industrializacion del cacao disminuye
considerablemente la contaminacion por OTA, hasta cierto nivel. Los estudios
relacionados al café mencionan las diferencias en contaminacion en café verde y
tostado. En este caso, sucede lo mismo que con el cacao, se logran disminuir los
niveles de OTA hasta cierto punto; sin embargo, es interesante saber que la forma
de preparar el café tostado influye en la disminucion de la contaminacién por OTA,
siendo el tipo italiano (expresso) mas eficiente que la infusion. Por otro lado, no se
encontré ninguna diferencia en cuanto a la presencia de hongos ocratoxigénicos,
en café ecologico y convencional. Los métodos de determinacion utilizados
también son en general por HPLC con FLD y MS/MS; cabe destacar que se
siguen haciendo intentos por mejorar los métodos de preparacion de las muestras
como es el uso de una IAC en sol-gel y la utilizacién de tetrahidrofurano como
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solvente supercritico para extraer OTA. Se mejoran métodos para hacer la
determinacion de hasta 10 micotoxinas. Un articulo hace una mencion importante,
lo crucial que resulta el método de muestreo en los cereales a granel para obtener
buenos resultados en el andlisis. Aun cuando en la mayoria de los estudios se
menciona que se encuentra contaminacién, gran parte de las muestras no
presentan niveles superiores a los establecidos por los organismos reguladores
internacionales; sin embargo, se tiene exposicion a OTA por diversas fuentes.
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7.5. DETERMINACION DE OCRATOXINA EN ALIMENTOS
PARA CONSUMO HUMANGO.

El aceite de oliva, considerado como la fuente de grasa dietética mas importante
de la dieta mediterrdnea, puede ser contaminado por micotoxinas. Se realizaron
estudios con un método analitico para la determinacién simultdnea de AFB1 y
OTA en aceite de oliva. En 30 muestras comerciales de aceite de oliva virgen,
obtenidas de plantas y supermercados en el sur de Italia y Africa del norte, se usé
un meétodo simple, rapido, econdmico y probado para ambos pasos de los
procesos extractivos y de limpieza para la determinacion simultanea de AFB1 y
OTA en aceite de oliva. Los resultados arrojaron que OTA se detectd con alta
frecuencia (80%) en las muestras de ambas zonas geogréficas (a 17.0 ng/g),
mientras que AFB1 fue encontrado en tres de las cuatro muestras de Africa del
Norte (hasta 2.4 ng/g). Por otra parte, las muestras de aceite no etiquetadas
resultaron estar mas contaminados por OTA en valores de 2.47 y 0.66 ng/g,
respectivamente. Estos resultados indican que el aceite de oliva puede estar
significativamente contaminado por micotoxinas por lo que el reglamento Europeo
establecio la norma 1019/2002 (Comision europea, 2002), que prohibe la venta de
aceite de oliva no etiquetados (Ferracane et al, 2007).

Se determino OTA en muestras de leche para lo que se desarroll6 un nuevo
método analitico de inmunoafinidad directa, que consiste en la utilizacion de una
columna preparativa con anticuerpos anti OTA para extraerla de las muestras de
leche, seguido de una determinacion de la toxina mediante HPLC (Milicevic et al,
2010). Para esta técnica se utilizaron dos cartuchos de inmunoafinidad diferentes
(IAC) y las columnas de “ochraprep” fueron elegidas porque mostraron mejores
resultados. Obteniendo una recuperacion promedio de 89.8% y una RSD
promedio de 5.8% en leche de vaca contaminada en el rango de 5-100ng/L. Se
calcularon un limite de deteccion y un limite de cuantificacion para la leche en el
orden de 0.5 y 5 ng/L, respectivamente. Este nuevo método es facil y rapido, evita
un paso anterior de la extraccion liquido-liquido y por lo tanto el uso de solventes
toxicos que contienen cloro. Los cromatogramas de los extractos finales se
mostraron limpios y la OTA podia ser facilmente detectada en un tiempo de
retencion de 8.4 minutos sin interferencias. Para evaluar la presencia de la toxina
se usaron 8 muestras de leche de vaca desnatada y 4 muestras de leche entera,
las cuales se analizaron sin encontrar OTA en concentracibn mayor al limite de
deteccion establecido (Bascaran et al, 2007).

Se desarrolld6 un método por HPLC-MS/MS sensible, simple y rapido para la
determinacion simultdnea de 19 micotoxinas en galletas. Debido a la complejidad
de la matriz y la alta cantidad de contaminantes se credé un método de extraccion
en fase sodlida utilizando carbon grafitado que se optimizd para realizar una
limpieza eficaz en un solo paso. La precision se evalud en la matriz seleccionada
utilizando muestras blanco enriquecidas con tres concentraciones del analito. Se
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obtuvieron recobros del 63 y 107% y las desviaciones estandar relativas inferiores
a 12%. El método fue validado en términos de linealidad, recuperacién, efecto de
la matriz, precision, limite de deteccién y limite de cuantificacién. La calibracion
con ajuste matricial se utilizé para fines de cuantificacién, con el fin de compensar
el efecto de matriz. Los coeficientes de determinacion estvieron entre 0.9927 y 1.
Los limites de cuantificacion, que van desde 0.04pg/kg para AFB1 a 80.2ug/kg
para el nivalenol, fueron siempre inferiores a los niveles maximos para cada
micotoxina tal como lo regula la legislacion europea actual (Capriotti et al, 2014).

Las muestras de productos de cereales para el consumo humano directo son
muestras que raramente estan contaminadas por mohos, a diferencia de las
materias primas, que a menudo estan infectadas, ya sea en el campo o durante el
almacenamiento. La intencién de este estudio, era saber cdmo era la coocurrencia
del DON con otras toxinas para lo cual se recolectaron y analizaron por LCy LC-
MS/MS 27 muestras de pasta seca contaminada con DON que se caracteriza por
tener un tamafio pequefio del envase y cuya comercializacion estd destinada al
consumo de niflos pequefos. Las muestras se cocinaron durante 10 min y se
observé que 7 de las 27 muestras excedieron del 120% a 225% teniendo un limite
legal de 200pg/kg para el DON fijada para los elaborados a base de cereales para
bebés por un reglamento europeo; el resto de las muestras estaban bajo el limite
legal de OTA de 0.05ug/kg fijado por el reglamento europeo y ninguna muestra
estaba contaminada por AFB1 sobre el limite de deteccion de 0.10ug/kg. Se
obtuvo el valor medio de bioaccesibilidad gastrica verificada para el DON de
23,1%, que significa una bioaccesibilidad duodenal de 12,1% (Raiola et al, 2011).

Se realiz6 una investigacion de OTA en muestras de caramelos de regaliz, donde
se analizaron 44 muestras con el método de IAC y CL-FLD. Su deteccion fue
confirmada por derivatizacion a sus correspondientes derivados metil-éster. Las
muestras de caramelos de regaliz se compraron en diversos puntos de venta y de
supermercados en Espafia durante el periodo 2007-2008, donde se seleccionarén
16 caramelos duros y 28 de caramelos blandos para su analisis. La incidencia de
OTA y su concentracion varié entre 75% y 39%, con 2.96 y 0.34 ug/kg para los
caramelos duros y blandos, respectivamente. Se supuso un valor medio total de
1.29 pg/kg del caramelo y un consumo de aproximadamente 1.2 g de caramelos
de regaliz por dia, obteniendo una ingestion de OTA semanal de 11 ng, basada en
un peso corporal total de 30 kg para un nifio al consumir estos caramelos con
regularidad, con lo cual la ingesta semanal es de 0.37 ng/kg de peso corporal.
Esto corresponde al 0.31% de la ingesta semanal tolerable, establecido por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en base a estudios toxicolégicos. La
evaluacion de riesgo por el consumo en los de nifios representd el 8.94% de la
ingesta semanal tolerable por caramelos de regaliz (Herrera y Arifio, 2009).

El limite maximo de OTA en la UE es de 10 ug/kg para las uvas secas, establecido
desde el 2002 (Comision Europea, 2005). En este trabajo se explora la capacidad
de usar la FTIR-ATR para la deteccién de la OTA en las uvas secas en un
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intervalo de concentraciones de entre 2 y 50 pg/kg de OTA. El método fue
desarrollado con un pretratamiento de la muestra, utilizando un cartucho Cis, que
es eficaz para el aislamiento de la micotoxina. El analisis PLS1 del espectro de
pasas con diferentes concentraciones de OTA mostré una buena correlacion entre
el espectro de la concentracion de datos y de referencia para OTA de 0.85 ug/kg
(Galvis et al, 2008).

El siguiente trabajo fue realizado para la determinacion de OTA, OTB y CIT de
alimentos comerciales mediante HPLC acoplada con CLMS/MSMS de manera
simultdnea. Las muestras examinadas fueron cereales, fruta, café, y productos de
cacao. Los LOQ de la OTA, OTB y CIT fueron de 0.1 pg/kg. También se
encontraron AFS, DON vy las FBS, que se encontraron en 157 muestras
analizadas, de las cuales 44 estaban contaminadas con OTA en niveles de 0,11 a
4.0 pg/kg, de donde al menos 2 muestras positivas fueron etiquetadas como
domésticas. En las demés muestras positivas se encontrd que el nivel de OTA fue
bajo, de menos de 1 pg/kg. También se observé que la mayor incidencia de la
OTA en el cacao en polvo fue de 10 por cada 12 muestras, seguido por el café
instantaneo 5 de 7, cacao 5 de 8 y pasas 6 de 13. La OTB fue encontrada en
frutas y productos de cacao que contienen niveles relativamente altos de OTA. Se
tuvo una co-ocurrencia de OTA, CIT y DON en los productos de cereales, y la co-
ocurrencia de la OTA y AF también se encontrarén en los productos de cacao, con
lo que aproximadamente el 30% de café tostado fue contaminado de forma natural
con OTA (Tabata et al, 2008).

Se realizé un andlisis del pimenton rojo mediante espectroscopia al infrarrojo
cercano, para la deteccion de OTA, AFB1 y AF totales; como referencia, se
emplearon resultados obtenidos mediante HPLC-FLD, tras una limpieza con la
IAC. Para la medicién NIRS, se utilizé una sonda de fibra Optica que se aplico
directamente sobre las muestras de pimentdn, con lo cual no hubo necesidad de
un pretratamiento o manipulacion de la muestra. Los minimos cuadrados parciales
modificados (MPLS) y algoritmos se utilizaron como método de regresion y los
LRQ vy la prediccion corrigieron los errores estandar y fueron respectivamente de
0.955 y 0.2 pg/ kg para la AFB1; 0.938 y 0.3 nug/kg para AF totales y 0.853 y 2.3
ug/kg para OTA. Como resultado, la capacidad de la prediccion del modelo
desarrollado es medida como RPD para la AFB 1 (5.2), la OTA (2.8) y las AFS
total (4.4), que indica que la técnica NIRS ofrece una alternativa para la
determinaciébn de estos tres pardmetros en pimentén, con un costo
ventajosamente menor y de mayor velocidad en comparacion con el método
quimico. El contenido de AFBL1 y el total de éstas son parametros que actualmente
son empleadas por las regulaciones de alimentos para limitar los niveles de las
cuatro aflatoxinas en muchos productos alimenticios. Ademas, la AFB1 en si es un
excelente indicador de contaminacion de aflatoxinas ya que siempre es el mas
abundante y toxico (Hernandez et al, 2008).
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Se realizé una investigacion sobre la incidencia de OTA en muestras de frutos
secos: 98 de higos, 53 de pasas y 20 de albaricoques secos destinados a la
exportacion de Turquia a la Union Europea, utilizando una columna de
inmunoafinidad y HPLC para la deteccion de OTA, de lo cual sélo 2 (4%) de las
sultanas super6 el 10 ng/g como limite maximo fijado por la UE, 28 (53%) de 53
muestras contenian niveles detectables de OTA, en el rango de 0.51 a 58.04 ng/g.
De los higos secos18 de 98 (18%) contenian niveles detectables de OTA, en el
intervalo de 0.87 a 24.37 ng/g. Sélo uno de los 20 orejones estaban contaminadas,
con 0.97 ng/g de OTA. Los higos secos también se analizaron para determinar la
presencia de AF y determinar la concurrencia de ambas toxinas. 7 muestras
fueron confirmadas como positivas a AF, en el intervalo de 0.23 a 4.28 ng/g y solo
2 muestras contenian ambas toxinas, con una concentracion maxima de 24.37
ng/g para OTA y 1,02 ng/g para AFBL1. El recobro promedio y la RSD, obtenidos a
partir de frutas secas enriquecidas con OTA variaron de 80.5% a 91.5% y 0.99 a
5%, respectivamente. El recobro promedio y la RSD obtenidos a partir de higos
secos enriquecidos con AF variaron de 88.78% a 93.53% y 2.54 a 7.25% (Bircan,
2009).

Se realiz6 una determinacion de AF y OTA en dulces tradicionales con un alto
contenido de azucar ya que forman parte de la alimentacion de Turquia. La
determinacién se realizé por IAC-FLD cuya eficacia ya esta probada para la
determinacion de micotoxinas. Los alimentos tradicionales con alto contenido de
azucar tales como, baklava (pasteleria fina capas rellenos de nueces y empapado
en almibar), halvah (que contiene pasta de sésamo y pistachos), sucuk Cevizli
(dulces hechos de jugo de uva hervido y secado en las cadenas de frutos secos),
delicias turcas (que contiene avellanas, pistachos o nueces), y Pismaniye (dulces
hechos de azucar, mantequilla, y harina), se sometieron a analisis: el rendimiento
del método se establecié con muestras enriquecidas. Para examinar la solidez de
la metodologia, “baklava” era preparado a partir de ingredientes secos como
materia prima y a través de etapas posteriores de una preparacion de masa, y
riormente después de la coccion. Se realizé el mismo procedimiento para todos los
productos, el método analitico incluye la reduccion del tamafio del producto bajo
nitrogeno liquido para formar un polvo fino, después se mezclaron a fondo para
preparar las submuestras. Después de la extraccion en vortex con metanol-agua
para AFS y bicarbonato de sodio acuoso para OTA, la muestra se filtrg, se diluyo
con solucion salina tamponada con fosfato, y después se pasé a través de una
columna de afinidad para AFS u OTA antes del andlisis por HPLC-FLD mediante
bromacién post-columna para las AFS. Como resultado después de analizar los
productos turcos tradicionales se obtuvo una recuperacion de la AFB1 que vario
de 77% a 98%, y LD era <0.1 ug/kg. Para la OTA, los recobros eran 88 a 93% y
LD fueron igualmente <0.1 pg/kg. A pesar de la compleja naturaleza de estos
alimentos tradicionales turcos, que con frecuencia contienen productos de
caramelizaciéon del azucar, no hubo evidencia de que interfieren sustacias
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coextractivas, y el método ha demostrado ser lo suficientemente robusto como
para ser utilizado para el control de los alimentos (Senyuva et al, 2009).

Utilizando el método por LCMS/MSMS multi-analito se determinaron micotoxinas
en complementos alimenticios, los analitos incluidos fueron tricotecenos A y B
(NIV, DON, 3-acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, neosolaniol, fusarenon-
X, diacetoxiscirpenol, HT-2 y toxina T-2), las AFS y sus tipos, FBS y sus tipos,
OTA, ZEN, beauvericina y esterigmatocistina. Se realizO una extraccion
simultdnea de estas toxinas y un procedimiento de pretratamiento de la muestra,
asi como la validacion de los métodos. Los resultados, indicaron que el disolvente
acetato de etilo/acido formico (95: 5 v/v) fue el mejor componente para la
extraccion de los analitos de los complementos alimenticios. La extraccion liquido-
liguido con n-hexano se aplicO como paso de limpieza parcial para eliminar el
exceso de componentes no polares extraidos simultdneamente. Ademas, la
limpieza se realizé también en cartuchos Oasis HLB. Las muestras se analizaron
usando un sistema de UPLC acoplado a un micro-espectrometro de masas de
triple cuadrapolo equipado con una interfaz de electropulverizacién, operado en el
modo de ion positivo. Los limites de deteccién y cuantificacién estuvieron en el
rango de 0.3-30 ng/g y 1-100 ng/g, respectivamente. Los rendimientos de
recuperacion estaban por encima de 60% para la mayoria de los analitos, excepto
para el nivalenol, sterigmatocystine y las FBS. El método mostré buena precisiéon y
veracidad de los analisis de diferentes suplementos alimenticios tales como la soja
(Glycine max) isoflavonas, hierba de San Juan (Hypericum perforatum), ajo (Allium
sativum), Ginkgo biloba, y el rabano negro (Raphanus niger) demostrando la
aplicacion general del método. Como resultados y conclusiones se tiene que
debido a los diferentes efectos de la matriz observados de las diferentes muestras
de suplementos alimenticios, el enfoque de adicion estandar se debe aplicar para
realizar el analisis cuantitativo correcto. En 56 de 62 muestras analizadas, no se
detectd ninguna de las 23 micotoxinas investigadas y en las muestras que si se
detectaron, se encontré FB1, FB2, FB3 Y OTA (Diana et al, 2009).

Se realiz6 la validacion de un método cuantitativo para AFS, OTA y la ZEA en
cereales utilizando HPLC-FLD. Dichas micotoxinas se extrajeron con metanol:
agua (80:20) y se purific6 mediante una IAC multifuncional antes del analisis con
HPLC. La validacion del método se bas6é en los siguientes parametros:
especificidad, selectividad, linealidad, limites de deteccion LOD y LOQ, exactitud,
precision, la estabilidad, robustez, la medicidon de rendimiento, y la medicién de la
incertidumbre. Las curvas de calibracién fueron lineales sobre el intervalo de
concentraciones, desde el LOQ a 26, 40 y 400 ng/g para las AF, OTA y ZEA,
respectivamente. LOD y LOQ fueron 0.0125 y 0.05 ng/g para la AFB1 y AFG1,
0.0037 y 0.015 ng/g para la AFB2 y AFG2, asi como 0.05y 0.2 ng/g de OTAy 0.5
y 2 ng/g para ZEA, respectivamente. Los valores medios de recuperacion fueron
77-104% para diferentes concentraciones de AFS, OTA y ZEA en muestras de
cereales. La precision se en contraba dentro de los limites aceptables por lo cual
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el método fue aplicado con éxito para la determinacién simultanea de las
micotoxinas en 60 muestras de cereales recolectados de los mercados de
Malasia. EI 50% de las muestras de cereales estaban contaminados con al menos
una de las micotoxinas mencionadas, a un nivel mayor que LOD. Sélo una
muestra de trigo y dos muestras de arroz estaban contaminados con niveles
superiores a los limites reglamentarios de la Union Europea para las AFS y OTA
(4 y 5 ng/g, respectivamente). Las medias y los intervalos de micotoxinas
obtenidos para las muestras de cereales fueron de 0.4 ng/gy 0.01 a 5.9 ng/g para
las AFS totales; 0.18 ng/g y 0.03 a 5.3 ng/g para la OTA; y 2.8 ng/gy 2.4 a 73.1
ng/g para ZEA, respectivamente. Los resultados obtenidos indicaron que el
meétodo es adecuado para la determinacion simultanea de dichas micotoxinas en
los cereales y es adecuado para un andlisis de rutina (Rahmani y Jinap, 2010).

Se realiz6 una extraccion asistida enzimaticamente para la determinacion de OTA
en carne y jamon curado de cerdo, para luego hacer determinacién por HPLC. La
extraccion se llevd a cabo utilizando disolventes organicos clorados, tales como
cloroformo o cloruro de metilo, que se acidificaron con acido clorhidrico u o-
fosférico. El analisis realizado es un método innovador para extraer OTA a partir
de muestras de derivados de carne de cerdo. El método se basa en una
extraccidn enzimatica asistida con pancreatina en tampoén de fosfatos a un pH 7.5.
La funcién de la pancreatina es hidrolizar las proteinas de modo que la toxina se
mantenga en su forma ionizada, extrayéndose facilmente por la solucién acuosa.
Después de la purificacion, a través de una IAC, la OTA se determina por HPLC-
FLD. Los valores promedio de recuperacion fueron superiores a 90.0% y la RDS
estaba por debajo de 5.5%, los limites de deteccion y de cuantificacion fueron 0.06
y 0.12 mg/kg, respectivamente; la comparacion entre la nueva extraccion
enzimatica asistida y un método establecido que usa cloroformo se llevo a cabo en
seis muestras de cerdo contaminadas de forma natural y en 40 muestras de jamoén
curado. Se obtuvieron valores mayores en las muestras de jamon por el método
enzima-asistida (Pietri et al, 2011).

Se describe un método analitico simple para la determinacion de OTA en uvas,
que utiliza una extraccion metandlica acuosa en una IAC y con HPLC-FDL (Pozzo
et al, 2010). Se encontr6 que la recuperacion fue del 94% con un limite de
deteccién de 0.4 ng/g y limite de cuantificacion de 1.20 ng/g. La repetibilidad y
reproducibilidad fueron de 1.17 y 1.34, respectivamente. Por otra parte las
determinaciones de OTA se aplicaron en 50 muestras de uva de 23 diferentes
variedades en regiones de Grecia. Los resultados mostraron la presencia de OTA
en el 86% de las muestras analizadas. Los rastros de la OTA fueron encontrados
en el 56% de las muestras pero la OTA no era perceptible en el 14% de las
muestras analizadas. También se encontraron rastros en el 4% de muestras rojas,
cultivadas organicamente. La mayor parte se dio en tres muestras de las uvas
rojas, de Grecia Central (2.69 y 1.41 ng/g) y la tercera muestra se origino en la isla
de Samos (1.46 ng/g). Las uvas rojas se utilizan principalmente en la elaboracion
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de vinos y su contenido medio de OTA (1.06 ng/g) y mediana (0.76 ng/g) es
ligeramente superior en comparacion con la media (0.82 ng/g) y una mediana
(0.65 ng/g) de las concentraciones encontradas en las muestras de uva blancas
(Meletis et al, 2011).

Durante el afio 2011 se realizé un estudio para la determinacion de los niveles de
AFB y OTA en frijol, para lo cual utilizaron una extraccion por IAC. Se realizo el
analisis en 30 muestras de frijol obteniendo que el 16.67% y el 10% de las
muestras contenian AFB1 y OTA, respectivamente en mas de 0.2 ng/g. Se
tuvieron recobros del 91.1% y 98.5% para la AFB1 y OTA, respectivamente,
mientras que el limite de deteccion fue de 0.2 ng/g para ambas micotoxinas
(Fakoor et al, 2012).

En este articulo se aborda la validacion de un método de datos para la
determinacién dela OTA haciendo énfasis en la comprensién de criterios tales
como: selectividad, estabilidad, linealidad, precision, entre otros (Corcuera et al,
2011). Para ilustrar esto, se usaron dos matrices de especies de pimentén rojo y
pimenton negro, de las cuales se tomaron muestras preparadas en una sola etapa
y se sometieron a una limpieza en columna. Los extractos de las muestras que
habian sido finamente molidas se prepararon y se colocaron en una IAC llamada
“Mycosep 229”. Posteriormente se sometieron a analisis mediante HPLC-FLD. El
resultado de la RSD del método fue 11,8% para el pimiento rojo y el 9.9% para la
pimiento negro y el valor del LOD estimado corresponde en respuesta de un
extracto de un blanco previamente lavado y enriquecido con 1,0 ug/kg. ElI LOQ
(tres veces LOD) fue de 3.0 pg/kg. Para el rendimiento usando IAC, se concluye
que es una alternativa adecuada como técnica preparativa y que permite la
determinacion precisa de OTA en dos matrices complejas (Bononi et al ,2012).

Siguiendo con la aparicién de micotoxinas en la alimentacion, se utiliz6 un método
de deteminacion multi-micotoxinas mediante LCMS/MS para analizar productos
utilizados en la alimentacién animal. Mediante cultivos, se observé que dichos
alimentos se pueden contaminar por hongos durante el crecimiento, cosecha, o el
almacenamiento. Para esto, la Comisibn Europea establecio los niveles de
concentracion maximas de micotoxinas en los alimentos. En este trabajo se
emple6 un método de determinacion muliti-micotoxigénico por LCMS-MS
desarrollado y validado de acuerdo con la norma 2002/657/ de la CE y la NOM
ISO 17025 para la deteccion simultdnea de 23 micotoxinas (AFS, OTA,
deoxinivalenol, zearalenona, FBS, toxina-T2, HT2-toxina, nivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol,15 acetildeoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, fusarenona-X,
neosolaniol, altenueno, alternariol, éter alternariol metilo, roquefortine-C, y
esterigmatocistina) alimentos. Por lo tanto, se establecio que los limites de
decision para el método variaron de 0.7 hasta 60.6 pg/kg. Los resultados
cumplieron con los criterios establecidos en la norma 2002/657/CE de la Comisién
Europea. En total, se encontraron contaminadas 67 muestras de 82 (82%); las
micotoxinas tipo b-tricotecenos y fumonisinas se produjeron con mas frecuencia.
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La mayoria de las muestras de alimentos fueron infectadas en un 75% con mas de
un tipo de micotoxina (Monbaliu et al, 2012).

Otra determinacion simultanea de AF, OTA y toxinas de Fusarium en maiz se
realizd por CL MS/MS-MS después de preparar la muestra por IAC (Ritieni et al,
2011). Se desarrollé el método por CLMS/MS para la determinacion simultanea de
distintas toxinas como: AFB, OTA, FBS, DON, ZEA, toxinas T-2 y HT-2 en maiz.
La extraccion se realiz6 usando una solucion de fosfatos seguido por metanol,
para lograr una buena extraccion en conjunto de las 11 micotoxinas, que tienen
diferentes polaridades y estructuras quimicas. En la preparacion de la muestra
mediante IAC, la columna contenia anticuerpos contra las micotoxinas utilizadas
con la finalidad de limpiar los extractos. La deteccion y cuantificacion de las 11
micotoxinas se realizé por LC/ESI-MS/MS. Por otra parte, los limites de deteccion
oscilaron entre 0.3 y 4.2 ug/kg de maiz. Obteniendo recobros superiores al 79%
para todas, con RSD de menos del 13% para las micotoxinas; como resultado, los
métodos utilizados fueron bastante satisfactorios para todas las micotoxinas
probadas, obteniéndose niveles de contaminacién cerca o por debajo de los
niveles permitidos por la Union Europea (Lattanzio et al, 2012).

En Japon se realizaron estudios para la determinacion de OTA, AFS, FBS, debido
a la contaminaciéon de varios alimentos durante el periodo 2004-2005. Las
micotoxinas se analizaron por HPLC y LC/MSMS o cromatografia en capa fina de
alto rendimiento. Detectandose AFS en 10 muestras de mantequilla de mani y en
22 de 44 muestras de chocolate amargo. Se encontré un mayor nivel de AFB1 con
una concentracion de 2,59 ug/kg, y sin que se presentara en productos de maiz.
Por otra parte la OTA se detecté en 120 de las 192 muestras de harina de avena
analizadas, harina de trigo, centeno, harina de trigo sarraceno, café crudo, café
tostado, pasas, cerveza, vino y chocolate amargo, pero no en arroz o productos de
maiz. Los niveles mostrados de OTA resultaron positivas siendo inferiores a 13
ng/kg (Kumagai et al, 2012).

Se ha mencionado que la exposicion prolongada a las micotoxinas en la dieta esta
relacionada con el cancer, entre otras enfermedades. El carcinoma hepatocelular
(CHC) representa el 70 % -90 % de los canceres hepaticos primarios y es la
tercera causa de muerte por cancer en todo el mundo. Metabolitos secundarios,
como las AFB y OTA, producidos por algunas especies de hongos almacenados
de manera inadecuada se consideran un medio importante para aumentar la
incidencia de CHC. Por lo que se hacen estudios epidemiolégicos centrandose en
las buenas practicas durante la preparacion de alimentos, almacenamiento de
alimentos y el consumo de alimentos que contienen OTA (Felizardo et al, 2013).

En otro estudio, se realizé el andlisis con 26 muestras de frutas secas procedentes
de Atenas y Tebas en Grecia; se realizé la extraccion simultanea de micotoxinas
por el método de IAC en la determinacion de AFB1 y OTA. Y por otra parte una
combinacion con el método de ELISA y HPLC para la determinacion de AFB1. La
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recuperacion obtenida fue de 97.6%, RSD 6.46%, mientras que el LOD y LOQ era
0.05 g/kg y 0.09 g/kg respectivamente. Las concentraciones de OTA soélo fueron
estimados por el método ELISA cuyos resultados revelaron la presencia de AFB1
en el 23% de las muestras teniendo 1.4 mg/kg, pero ninguno supero el limite de la
UE que es de 2 mg/kg. Sin embargo, OTA se detectd el 100% de las muestras con
47.2 g/kg, encontrandose seis muestras contaminadas a altos niveles de 120.6
g/kg y 18 que superaron el limite de la UE de10 mg/ kg (Kollia et al, 2014).

En resumen...

Los alimentos analizados que fueron incluidos en este apartado son galletas,
pastas, uvas secas, cereales, café verde y tostado, cacao, frutas secas, uvas de
diferentes regiones, cereales en general, jamén y carne de cerdo, aceite de oliva,
frijol, pimentdn rojo y negro, leche, harinas varias (avena, trigo, centeno), cerveza,
vino, chocolate amargo, suplementos alimenticios. Es decir, alimentos muy
variados. Anteriormente se ha mencionado que aun cuando la mayoria de las
muestras no tienen una contaminacion apreciable, muestran presencia de OTA.
Considerando la variedad de alimentos que la contienen, es preocupante la
exposicidn que tiene la poblacion a esta micotoxina. Como en los apartados
anteriores, HPLC con FLD y MS/MS son los métodos de determinacion mas
usados. Se mencionan variantes, mejoras y validaciones. Como métodos de
preparacion de muestra, la IAC es la preferida aunque se propone también el uso
de NIR. Se menciona el uso de una extraccién enzimatica asistida con pancreatina
para jamon y carne de cerdo de tal manera que las fibras carnicas liberen a la
OTA y en su forma ionizada para su mejor extraccion. S6lo se usa en una ocasion
la técnica de ELISA para la determinacion de OTA.
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7.6. DIFERENTES ALTERNATIVAS PARA ESTUDIAR A LA OTA.

Se realiz6 un analisis con peroxidasas del rabano picante inmovilizadas en una
matriz de polipirrol con electrodos de carbono serigrafiados desechables con la
finalidad de detectar selectivamente a la OTA. Esta determinacién se optimizé
mediante un disefio experimental, que implico la evaluacion simultanea del pH de
la solucién tampon, el potencial y la concentracion de H202. Las pendientes de las
curvas de calibracion construidas bajo condiciones Optimas de las variables
experimentales se utilizaron para estimar la reproducibilidad y la repetibilidad del
biosensor desarrollado para la OTA. Los valores de RSD fueron de 1.9% y 7.1%
para la reproducibilidad y repetibilidad. La capacidad de deteccion para este
método era 0.1ng/mL. Teniendo como resultado que la viabilidad del biosensor
desarrollado en la determinacién de la OTA en la cerveza y en el café tostado
produce recuperaciones medias de 103% y 99% en ese orden, con valores de
desviacion estandar relativa inferiores al 5% en ambos casos (Alonso et al, 2010).

Otra manera para determinar la OTA es usando nanomateriales como los
nanotubos de carbono de pared simple. La micotoxina producida por Aspergillus
ochraceus y Penicillium verrucosum, es una de las mas abundantes
contaminantes de los alimentos en el mundo. Ha sido clasificado por la Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer, como un posible carcindégeno
humano (Abraham y Ernesto, 2009). En este estudio se construyo un aptasensor
fluorescente sensible y selectivo para determinar OTA, que contiene
carboxifluoresceina. Se obtuvo un limite de deteccion 24.1 nM con un rango de
deteccion lineal de 25 nM a 200 nM. Dicho metodo respondio sin interferencia
alguna solo especificamente para OTA, independiente de otros analogos como N-
acetil-L-fenilalanina, warfarinay OTB (Guo et al, 2011).

Por otra parte, en el 2011 se utilizé una columna de inmunoafinidad y
electroforesis capilar para tener una mejor deteccion de OTA, una forma
totalmente automatizada con la micotoxina de prueba. Dichas columnas de micro
inmunoafinidad en linea a base de polimeros de metacrilato monolitico (EDMA-
GMA) se prepararon in situ en el extremo de entrada de un capilar de silice
fundida con revestimiento de PTFE. La polimerizacion se inicia por UV vy
posteriormente son injertados con anticuerpos. La sintesis del polimero demostro
que las propiedades son eficaces para inmovilizar los anticuerpos; esto se estudio
por AECA la cual permite la determinacion cuantitativa in situ a escala
miniaturizada. Se demostré por primera vez que puede haber union entre el micro-
columna y el capilar; se determiné la actividad de anticuerpos inmovilizados, con
un total de 260 = 15ng de los mismos IgG/cm. Es posible que haya union en la
columna de 75um de anti OTA/OTA como modelo de antigeno y anticuerpo,
manteniéndose la unién con los anticuerpos inmovilizados en 1.2 + 0.2pmol
antigeno/cm (Chamieh et al, 2011).
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Tras haber demostrado el buen funcionamiento de los microarreglos utilizados
para el control de micotoxinas en los alimentos se desarroll6 otra técnica de
microarreglos encargada de cubrir la mayor parte de la biosintesis de las
micotoxinas (Kristensen et al, 2012) las cuales se han desarrollado siendo
conocidas como genes pertinentes, estos microarreglos llevan oligonucleotidos de
micotoxinas (FBS, AFS, OTA, tricotecenos A y B). Por otra parte utilizando cluster
de biosintesis de tricotecenos ayudaron en la produccibn de Fusarium
sporotrichioides (tipo A) y Gibberrella zeae (tipo B, teleomorfo de F.graminearum).
En la utilizacion de los clusters de AF, llevan oligonucleétidos especificos para
Aspergillus flavus y para OTA, siendo especificos para la produccion de
Penicillium, el cluster de FB es especifico para G.moniliformis (teleomorfo de F.
verticillioides) y los genes de patulina las cuales se han obtenido por Penicillium
expansum. Los microarreglos estan disefiados para identificar al instante los
genes que pueden afadirse facilmente en cualquier momento de la identificacion,
este método fue utilizado para detectar la activacion de todos los genes bajo
condiciones propicias para la biosintesis de las micotoxinas. Los resultados
obtenidos fueron sefiales que eran especificas bajo condiciones usadas y
produciendo insignificantes hibridaciones. Por tanto el microarreglo fue utilizado
para demostrar diferencias en las vias de micotoxinas y expresiones de genes
después del crecimiento en diversos medios de comunicacion por tricotecenos y
biosintesis de OTA. Ademas fue utilizado para estudiar y comparar la cinética de
expresion de la biosintesis de los genes de diferentes tricotecenos de Fusarium en
apoyo a los medios de comunicacion teniendo un patron de expresion indicativo
para la biosintesis de tricotecenos siendo identificado (Schmindt y Geisen, 2007).

Se probd un método con la finalidad de evaluar la eficacia de un producto para la
determinacién multi-micotoxinas, que es un producto basado en carbono/alumino-
silicato que se usa para simular las condiciones del tracto gastrointestinal in vivo
de la especie porcina, la cual fue utilizada para estudiar la absorcion y la actividad
intestinal de varias micotoxinas utilizando Q/FIS (productos basados en carbon y
aluminosilicatos) para reducir la absorcion de micotoxinas cuando se agregan a
dietas contaminadas por varias micotoxinas. Teniendo como resultados que las
micotoxinas fueron absorbidas rapidamente en la parte proximal del intestino
delgado en niveles de 105y 89% para FB1ly B2, respectivamente, el 87% de OTA,
74% de DON, 44% para AFB1 y 25% para ZEA. La adicion de estandar de Q/FIS
a la dieta (para arriba al 2%, w/w) redujo significativamente la absorcién de
micotoxinas, dependiente de la dosis de hasta 88% por AFB1, 44% para la ZEA y
29% para el las FBS y OTA. El estandar Q/FIS fue incapaz de reducir la absorcion
de DON. Los resultados obtenidos sugirieron que en la norma se puede
especificar que el Q/FIS puede utilizarse como un material adsorbente de
multitoxinas para evitar los efectos adversos individuales y combinados de las
micotoxinas en animales (Avantaggiato et al, 2012).
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Tras el desarrollo de polimeros como materiales especificos para la AFB1 y OTA
se utiliz6 una herramienta como sensor a la cual llamaron “ToxiQuant T1”. Para lo
cual fue necesaria la utilizacion de dos polimeros los cuales fueron disefiados
computacionalmente con afinidad para las mencionadas toxinas en lo cual su
aplicacién fue en dicho sistema. Para la cuantificacion el instrumento “ToxiQuant
T1” estd compuesto de un andlisis fluorimétrico de micotoxinas adsorbidas en el
polimero después de la exposicién a la luz UV, mostrando alta afinidad de las
resinas que permitio la adsorcién de ambas toxinas como bandas discretas en la
parte superior del cartucho con limite de deteccion tan bajo como 1 ng/kg de
cantidad de micotoxinas (Piletska et al, 2012).

En resumen...

Este apartado muestra diferentes mecanismos que se han estado desarrollando
para determinar OTA. Se pueden mencionar, el desarrollo de un chip con detector
electroquimico, nanotubos de carbono, microarreglos, un cartucho que adsorbe
OTA y luego puede cuantificarse fluorométricamente. Se incluye el desarrollo de
un microchip con anticuerpos in situ para la determinacion de OTA por
electroforesis capilar. Se estudio la absorcion y actividad de la OTA en cerdos,
para investigar productos que alteren la absorcién de la micotoxina cuando dicho
animal consume alimentos contaminados.
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7.7. MODIFICACIONES A LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA
MEDIR LA PRODUCCION DE OCRATOXINA A.

Se realiz6 el andlisis del efecto de los factores nutricionales sobre la biosintesis de
la policétido sintasa y la expresion de genes de OTA y OTB en Aspergillus
ochraceus. Para ello se evalué el efecto de una amplia variedad de factores
bioticos nutricionales en la produccion de OTA y la biosintesis de OTB en A.
ochraceus. Las diferentes fuentes de carbono incluyendo glucosa, sacarosa,
maltosa, galactosa, xilosa y glicerol ayudan a reprimir la produccion de OTA
cuando el hongo se cultivd en medio PDY. La lactosa indujo la produccion de
OTA, con la adicion de galactosa al medio de PDC resulté en un notable
incremento de los niveles de OTA. Por otra parte, la adiciéon de lactosa a los
medios de MCB y PDY aumenté considerablemente la produccion OTB. Por tanto
la adicion de sacarosa y galactosa a MCB tiene efectos similares, pero también
diferentes fuentes de nitrogeno afectan a la produccién de OTA como el cloruro de
amonio que hace que se reduzca significativamente la producciéon de OTA,
mientras que fuentes de nitrdgeno organico tales como urea y aminoacidos
(fenilalanina, lisina, glutamina y prolina) inducen la produccion de OTA. Los
resultados sobre la induccion de la expresién génica “otapksAo” bajo estas
condiciones se correlaciond con los niveles de OTA producidos en las mismas
condiciones experimentales, o que sugiere que los efectos observados pueden
estar modulados, a nivel de la transcripcion génica. Sin embargo, los niveles de
OTB producidos en A. ochraceus también parecen estar influenciados por estos
factores bidticos nutricionales, lo cual parece ser regulada de una manera que es
independiente de la expresion génica “otapksAo” (Abbas et al, 2009).

Este trabajo se enfoco al estudio de la influencia de la fuente de nitrégeno y de
carbono sobre la produccion de OTA A. ochraceus, A. carbonarius y A.
tubingensis, aislados de uvas. Se elaboré un medio basal el cual fue preparado
con (0.01 g/L FeS04.7H20, 0.5 g/L MgS0a4.7H20, 0.5 g/L Na2HPO4.2H20, 1.0 g/L
KCI). Este medio se suplementd con diferentes fuentes de nitrégeno, tanto
inorgénico de 0.3 g/L (NHa4)3sPOas4, més 0.2 g/L NH4NOgs, y organica (histidina,
prolina, arginina, fenilalanina, triptéfano o tirosina) a dos concentraciones de 0.05
g/L y 0.3 g/L, y diferentes fuentes de carbono (sacarosa, glucosa, maltosa,
arabinosa o fructosa) y a tres concentraciones (10 g/L, 50 g/L y 150 g/L). El medio
con sacarosa de 18 g/L y glucosa (1 g/L) también fue probado. Después de 10
dias de periodo de incubacion a 25°C los niveles mas altos de OTA fueron de 44.0
ng/ml, 13.5 ng/ml y 0.49 ng/ml para A. ochraceus, A. carbonarius y A. tubingensis,
respectivamente, obteniendose en los cultivos que contenian 150 g/L de arabinosa
y 0.05 g/L de fenilalanina. El andlisis de varianza en los datos mostro que hay
diferencias significativas de 0.05 entre los niveles de OTA con respecto a la fuente
de carbono en lo cual no se mostré diferencia significativa detectada durante la
produccion de OTA con respecto a fuente de nitrogeno, aunque el 0.05 g/L de
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fenilalanina en general favorecio a la produccién de OTA en los tres aislamientos.
También se estudid la dinamica de la produccion de toxinas en los cultivos de
cada aislamiento usando este medio basal suplementado y optimizado con 0.05
g/L de fenilalanina y 150 g/L de arabinosa por un periodo de 42 dias a 25°C. Por
otra parte, el nivel maximo de OTA se detecto en el 3er dia de incubacion en A.
tubingensis y en el dia 35 y 43 de incubacion en A. ochraceus y A. carbonarius,
respectivamente. Este fue el primer estudio en el que se definen los medios que
se han utilizado para evaluar la influencia de fuentes de carbono y nitrégeno sobre
OTA y la produccion de aislamientos de especies productoras de OTA, aislados de
uva y para analizar la dinamica de la produccion de toxinas de estas especies en
un medio definido. Este medio fue optimizado para la produccion de OTA y se esta
utilizando en estudios actuales dirigido a estudiar su ruta biosintética (Medina et al,
2008).

Se realiz6 un estudio para evaluar el efecto de 18 productos quimicos diferentes,
que incluian compuestos acidos (acido sulfarico, acido clorhidrico, acido fosférico,
acido benzoico, acido citrico, acido acético), compuestos alcalinos (amoniaco,
bicarbonato de sodio, hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de
calcio), sales (acetato de amonio, bisulfito de sodio, hidrosulfito de sodio, cloruro
de sodio, sulfato de sodio) y agentes oxidantes (perdxido de hidrégeno, hipoclorito
de sodio), en la reduccion de OTAy AFS B1, B2, G1y G2 en pimienta blanca y
negra. La OTA y las AFBS se determinaron utilizando HPLC después de la
preparacion de la muestra con IAC. Casi todos los productos quimicos aplicados
mostraron un grado significativo de reduccién de micotoxinas. La reduccion mas
baja y mas alta de la AFB1, que es la mas peligrosa, fue de 20.5% + 2.7%
utilizando &acido benzoico y 54.5% + 2.7% utilizando hidréxido de sodio. No hubo
diferencia significativa entre la pimienta blanca y negra (Jalili et al, 2011).

En resumen...

En los articulos mostrados, aunque son pocos, se muestran cambios en las
fuentes de carbono y nitrégeno para medir la produccién de OTA por los hongos
ocratoxigénicos y asi entender como y en qué tiempo se produce mas
rapidamente la micotoxina. Esta informacidon es relevante pues permite
implementar medidas de contencion. Por otro lado, se presenta el uso de
diferentes sustancias para eliminar OTA de la pimienta blanca y negra, mostrando
que todos los productos ensayados lograron la reduccion de OTA. En este caso
sé6lo faltaria ver que las caracteristicas organolépticas de la pimienta no se vean
alteradas.
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7.8. DETERMINACION DE OTA EN BEBIDAS.

Un método simple y preciso ha sido desarrollado para la determinacion de la OTA,
utilizando una IAC como preparacion de muestras, seguido de CL MS/MSMS para
la identificacion y la cuantificacion de muestras de vino. Dichas muestras se
diluyeron con una solucion que contiene PEG 8000 y carbonato acido de sodio,
que se filtr6 a través de un filtro de microfibra de vidrio. La OTA se eluyd con
metanol-acido acético (98: 2) y se analizaron por CLMS/MSMS. EIl promedio de
recuperacion que se obtuvo de OTA en vinos tintos y blancos eran 95 y 96.7%
(enriquecida con OTA con un nivel de 0,05 ng/ml) y la RSD fueron 3.8 'y 2.4%
respectivamente. EI LOD fue de 0.0003 ng/ml sobre la base de la relacion sefal-
ruido en el vino de 3:1. El andlisis se realiz6 en 74 muestras de vinos locales y
vinos importados los cuales mostraron niveles de OTA que van desde 0.003-0.82
ng/ml, con una incidencia de contaminacion de 92.1% para los vinos tintos, y para
los vinos blancos 0.0003 a 0.51 ng/ml, con una incidencia de contaminacién de un
77.8%. Concluyendo que las tasas fueron mas altas que las reportadas
anteriormente para la contaminacion de OTA en el vino, debido a la alta
sensibilidad de este método. Sin embargo, todas las muestras analizadas en este
estudio cumplieron con la normativa europea teniendo asi que este método es un
instrumento til para el aseguramiento de calidad de los vinos (Noba et al, 2008).

Se realizé un estudio acerca de la formacion de micelas inversas con acido
decanoico como una estrategia mas simple para captura de OTA, y su posterior
determinacion, en muestras de vino. También se estudiaron los parametros que
afectaron la eficiencia de la extraccion y concentracion. Se encontr0 que los
parametros masinfluyentes fueron la concentracion de acido decanoico y el
contenido de THF siendo 0.5% y 5%, respectivamente. El procedimiento fue muy
robusto de modo que las extracciones no fueron influenciadas por el pH, la
naturaleza o la concentraciéon de los componentes en la matriz. Obteniendo
recuperaciones de OTA en diferentes tipos de vinos (blancos, rosados y tintos)
gue se encontraron entre el 85 y el 100%. Los LOD para la OTA, después de
utilizar LC -FLD, fueron de 4.5 ng/L en los vinos blancos y rosados y 15 ng/L en
los vinos tintos, y los valores que estaban muy por debajo del limite establecido
por directivas de la UE para OTA de 2.0 ug /L. Concluyendo que no se requiere un
tratamiento previo de limpieza en los extractos de las muestras analizadas. La
preparacion de la muestra tomé entre 15-20 minutos y se pueden analizar varias
muestras, al mismo tiempo utilizando los equipos de laboratorio. La RSD fue
alrededor del 5%, y el enfoque desarrollado se aplic6 con éxito en la
determinacion de OTA en diferentes muestras de vino del sur de Espafa, las
concentraciones encontradas variaron entre 0.015 y 0.091 ug/L (Garcia et al,
2008).
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La OTA, como se ha mencionado, es una micotoxina producida principalmente por
especies de Aspergillus, que se encuentran comunmente en los climas calidos y
tropicales. Dicha micotoxina tiene riesgos para la salud humana debido a que es
una agente nefrotdxico, teratogénico, inmunotoéxica con actividad neurotdxica. La
micotoxina, se ha clasificado como posible carcinbgeno humano del grupo 2B por
la IARC, se produce de forma natural en una amplia variedad de alimentos,
incluyendo vino, donde el principal productor es A. carbonarius (Abraham vy
Ernesto, 2009). EI objetivo de este trabajo fue realizar la validacion de un
procedimiento en el analisis de la OTA en vino rojo piamontés y en vino blanco
que se produjeron para la venta en el 2003 y 2004, esto en relacion con el limite
establecido de 2.0 pg/L, establecido por la Union Europea para el vino, mosto o
zumo de la uva que esta en el reglamento CE 123/2005 (Alonzo et al, 2008). Para
estas determinaciones de OTA en vinos se utilizaron los métodos de IAC y LC-
FLD. Teniendo un LOD y LOQ de 7.18 pg/ml y 9.31 pg/ml respectivamente. El
promedio de recuperacion de la OTA a partir de las muestras de vino se
dispararon a niveles de 0.1 a 10 ng/ml y variaron de un 90.8% a 92.4%, con RSD
entre 2.64 y 2.71%. Por otra parte, el limite de repetibilidad fue de 8.73 pg/ml para
muestras enriquecidas con 0.1 ng/ml de OTA. Para ello se analizaron los vinos
rojos, incluyendo 41 Barbera, 38 Dolcetto, y 16 de vino blanco, como Erbaluce,
Cortese y Roero Arneis. Este estudio se centro en los vinos comercializados en los
supermercados y tiendas de vinos italianos. En el resultado de los vinos blancos
se esperaba que estuvieran menos contaminados que los rojos ya que no estaban
en una temporada particularmente propicia para el crecimiento de A. carbonorius
en el 2003, los cuales contenian mayores niveles de OTA que los vinos
producidos en 2004. Las muestras resultantes positivas, contenian una
concentracion de OTA inferior al umbral de los limites establecidos por la Unién
Europea teniendo asi que la muestra que se encontr6 con un alto nivel de OTA fue
de Dolcetto producido en 2004, con 1.10 ng/ml de micotoxinas (Spadaro et al,
2008).

El té “Pu erh” es un té fermentado chino Unico, a diferencia de otros tipos de tés
gue se almacenan por un largo periodo de tiempo. Aspergillus niger se afirma que
es el hongo contaminante durante en el proceso de fabricacion del té “Pu erh” y
también de ser comun en el té en general, conocido también por producir la OTA,
y las FB B2 y B4. Considerando esta problematica, se realizé un estudio preliminar
para determinar si la produccién de estas micotoxinas eran verdaderamente por
Aspergillus niger que se aislo del té “Pu erh” y té negro. Por tanto, se realiz6 un
analisis obteniendo 47 aislados de dichos tés demostrando que ninguno de ellos
era de esta especie de hongo. Una parte del gen de calmodulina en 17 aislados
fue secuenciado y de estos aislados se identifico a A. acidus asi como en el resto
de los 47 aislados. Se concluyé que no hubo produccién de OTA, solo se
obtuvieron FB B2 y B 4 en cualquiera de los 47 aislados pudiéndose observar que
fueron producidos por A. acidus (Mogensen et al, 2009).
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El estudio sobre el contenido de OTA en diversos productos para el consumo
humano es de gran relevancia a nivel mundial por lo que se realizaron estudios
entre diferentes laboratorios para ayudar a la validacion de una metodologia
analitica especifica para evaluar la reproducibilidad de la utilizacion de diferentes
métodos de analisis del compuesto en ciertas matrices de muestra. La realizacion
de este trabajo se enfoc6 a muestras homogéneas de dos vinos blancos ("vino
blanco" y "vino de licor blanco") y un vino tinto ("Vino Rojo Generoso") de Portugal
con diferentes técnicas y caracteristicas de produccién, es decir, con
concentracion de alcohol de 10.5%, 16% y 19% respectivamente, fueron
analizados por su contenido de OTA, siendo una micotoxina generada a partir de
la contaminacion fangica. El vino blanco fue naturalmente contaminado, mientras
que el otro tipo de vino se enriquecio con soluciones etandlicas. En total fueron 24
laboratorios de 17 paises de que participaron para la realizacion de este estudio.
El 75% de los laboratorios recurrio a IAC como paso inicial de limpieza seguido
por HPLC-FLD, teniendo que la norma europea EN 14133, para las muestras de
vino blanco, la concentracion de OTA media general es de 1.96 pg/L (dos valores
extremos) con una desviacion estandar inter laboratorio de 0.53 ug/L; para vino
blanco la media fue de 1.59 pg/L (un valor atipico) con una desviacion de 0.59
ug/L; y para vino tinto una media de 2.73 pg/L (no hay valores atipicos), con una
desviacion de 0.96 ug/L. Los valores atipicos se determinaron mediante pruebas
de Cochran y Grubbs. El indice Horrat, recomendado por la Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos para el aseguramiento de la calidad del estudio de
colaboracién fue en promedio, 1.7 ug/L. Este estudio llego a resultados viables
demostrando que la determinacion de OTA en los vinos es reproducible,
independientemente de la metodologia empleada (Ratola et al, 2008).

Otro método por HPLC-FLD fue desarrollado para analizar la OTA en el vino
siendo, rapido, sensible, reproducible y de bajo costo. Se caracterizo por inyeccion
directa del vino en el equipo de HPLC, sin necesidad de extraccion o de limpieza.
Para el método se utilizd acetonitrilo, agua y acido acético (49:49:2, v/viv) como
fase movil isocratica y una columna C18 monolitica 5-micras (100 x 3 mm de
diametro interior). La RSDr obtenida en la determinacion OTA vario entre 0.22 y
1.76%, con un valor medio de 0.89%, en muestras con concentraciones entre 0,10
y 100 ng/ml. La recuperacion de OTA varié de 102% en las muestras adicionadas
con OTA 1 ng/ml al 120% en las muestras con OTA 0,10 ng/ml. El método se
compar6 favorablemente con un método publicado sobre la base de una IAC y un
ensayo de cromatografia con una columna de HPLC convencional C18 (Tafuri,
2008).

En el siguiente estudio se evallan diferentes materiales adsortivos para eliminar la
OTA del vino, tales como nonilamoniobentonita, dodecilamonio bentonita, FCE-
montmorillonita, y el quitosano. En donde las condiciones Optimas de adsorcion de
OTA en soluciones creadas exprofeso con OTA fueron evaluadas a temperatura
ambiente y pH 3.5. Los equilibrios de la adsorcién de bentonita y nonil amonio se
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alcanzaron dentro de 120 y 240 minutos respectivamente. Dodecilamonio B, FCE,
y quitosano requierieron aproximadamente 90 minutos de tiempo para alcanzar el
equilibrio. Obteniendo eficiencia en la adsorcién con la solucién sintética de OTA
gue no cambié notablemente cuando las cantidades de los adsorbentes fueron de
25 mg de bentonita, Dodecilamonio B, y FCE y 100 mg de Nonil y quitosano. En
los ensayos anteriores se habian usado 25 mg de adsorbentes. La isoterma de
adsorcion se ajusté a la ecuaciéon de Freundlich con respecto a los coeficientes de
correlacion. Los datos de adsorcion se evaluaron utilizando ecuaciones de
Langmuir y Freundlich que tienen valores de Kf que van desde 0.011 hasta 9,5
con respecto a los coeficientes de correlacion de 0.900 a 0.977. Por tanto,
Dodecilamonio B y FCE tienen la mayor capacidad de adsorciéon de OTA de las
soluciones sintéticas. Por otra parte, en el vino la eliminaciéon de OTA sucedio en
un porcentaje de 60 a 100 cuando se us6 FCE y quitosano (fungicida). Ademas, la
capacidad de adsorcion mas alta de OTA para el vino tinto se obtuvo mediante el
uso de 250 mg de FCE, lo que causG menos dafio a la naturaleza del vino y
también baja adsorcion de los polifenoles y antocianinas (Kurtbay et al, 2008).

Este trabajo propone una nueva estrategia para mejorar la selectividad y la
sensibilidad de la CE, utilizando una membrana liquida soportada (SLM) y SPE
off-line de manera simultdnea, para determinar OTA en vino. En la etapa de SLM,
se utilizdé un volumen de 20 mL de una solucion estandar a pH 1 y una muestra de
vino a pH 8 que se colocaron en un vial, donde la unidad de extraccion que es una
micro membrana que acomoda una fase solida y que contiene 1 mL de agua, a un
pH 11 sumergido en su volumen. La SLM fue construida por impregnacion de una
membrana porosa de PTFE con un disolvente organico inmiscible en agua
(octanol). Por otra parte, para la SPE se usa un cartucho de 4 mg de C-18 que
retiene selectivamente a la ocratoxina y permite introducir pequefios volimenes de
1 mL. En el proceso, los analitos capturados se eluyeron en un pequefo volumen
de metanol de 0.1 mL. Dicho procedimiento dio como resultado la limpieza de la
muestra y una mayor concentracion: se evaluaron la exactitud y la precisién para
OTA, teniendo un RSD del 5% y los LOD tanto en las soluciones patrén y las
muestras de vino de 0.5 y 30 pg/L, respectivamente. Los resultados obtenidos y
concluidos demuestran que SLM combinado con SPE seria una buena alternativa
a la utilizacion de IAC antes del analisis por CE (Almeda et al, 2008).

Se desarroll6 un inmunoensayo con fluoresceina en un anticuerpo monoclonal y
para OTA para detectar de manera rapida la micotoxina en vino tinto. Las
muestras de vino se diluyeron con metanol y se pasaron por unas columnas de
extraccion en fase sdlida con aminopropil antes del ensayo FP. El promedio que
se obtuvo de recuperacion de las muestras inoculadas con OTA fue de 2.0y 5.0
ng/ml, lo cual significa un 79% de recuperacion con RDS de 11% para un numero
de 6 muetras. EI LOD del inmunoensayo FP fue de 0.7 ng/ml de la misma, y todo
el andlisis se realiz6 en menos de 10 min. El ensayo se probo6 en 154 muestras de
vino tinto las cuales se contaminaron naturalmente con niveles que van de 0,1 a
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5.0 ng/ml y se comparé con HPLC-IAC, mostrando una buena correlacion. Por
tanto se cumplidé con la normativa europea que dice que el vino debe contener un
nivel maximo 2.0 ng/ml de OTA. Se evalué correctamente el 70% de las muestras
analizadas de vino tinto, mientras se requirieron analisis confirmatorios para las
muestras restantes porque los niveles de OTA estaban cerca del limite del
reglamentario. Sin falsos negativos o positivos se pudieron observar resultados
usando el inmunoensayo FP. Como conclusion, el inmunoensayo FP es un util
como método de deteccion de la OTA en los vinos tintos, y también podria ser
utilizado para analizar los vinos blancos y rosados, de los que se sabe que
contienen menos compuestos que interfieren como los polifenoles (Zezza et al,
2009).

Se analizaron algunos efectos de la OTA presente en el vino tinto sobre la
toxicidad intestinal de células Caco-2/TC7. Como se sabe, OTA se encuentra en
una variedad de alimentos y bebidas, incluyendo vinos; se sabe que es
nefrotdéxica, inmunotdxica, hepatotdxica y un carcin6geno potencial, con
mecanismos aun no caracterizados (Abraham y Ernesto, 2009). ElI consumo de
vinos contaminados podria aportar hasta el 13% de la ingesta diaria humana. La
exposicién crénica ha aumentado la preocupacion como problema de salud
publica debido a la presencia y toxicidad de OTA en vino por lo que se investigd
en células intestinales humanas Caco-2/TC7, que se, diferenciaron sobre soportes
de filtro, y se midi6 la union y permeabilidad, las alteraciones morfolégicas y la
ocurrencia de apoptosis. Las células fueron tratadas con OTA, en presencia de
vino tinto, durante 48 hrs y se evalud la capacidad de recuperarse de los efectos
de OTA a las 24hrs en medio completo. El tratamiento con OTA aumentd las
proteinas TJ y la permeabilidad, causando la redistribucion intracelular de claudin-
4. Sin embargo, las células fueron capaces de restaurar la permeabilidad y la
correcta localizacion de claudin-4 obteniendo la recuperacion a las 24hrs. Por el
contrario, en presencia de vino tinto, OTA produce mas rapido un aumento
irreversible en la permeabilidad, deslocalizacion intracelular de claudin-4 y extensa
apoptosis. Se concluy6 que los resultados apuntan a una posible sinergia entre los
componentes de la OTA y algo de vino tinto, como los polifenoles, en la induccion
de la muerte celular apoptética (Ranaldi et al, 2009).

Cientificos realizaron una evaluacién de la incidencia de hongos productores de
OTA en jugo de naranja, mediante una prueba con la micotoxina. Se realiz6 la
evaluacion con cepas de Aspergillus westerdijkiae como sistema modelo. El hongo
se dejo crecer en las superficies de naranjas y se midié la produccion de OTA en
el jugo a dos temperaturas: 26°C y 20°C. Se observd una mayor influencia a 26°C
que a 20°C en la que se inhibia la produccion de la toxina. A una temperatura mas
baja, 4°C, no se observo crecimiento, llegando a la conclusion que el crecimiento
de OTA en las naranjas es a temperaturas de mas de 26°C (Marino et al, 2009).

Se desarroll6 un método simple y exacto para la determinacion de OTA en
bebidas de café preparado, mediante limpieza con IAC y LC/MS/MS, esto para la
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identificacion y la cuantificacion de la micotoxina. Analizando un total de 30
muestras comerciales disponibles en Japon; la OTA fue detectada en todas las
con concentraciones que van desde niveles de trazas (0.0020-0.010 ng/mL) a
0.037 ng/mL. Se us6 OTA estandar para medir la recuperacion del método siendo
del 97.3%. Se demostr6 que el método se puede utilizar para evaluar con
precision la ingesta de OTA del café bebible y la cantidad de OTA para una
persona que consume el producto (Noba et al, 2009).

Se sabe que micotoxinas tales como OTA y las AFS, contaminan naturalmente el
jengibre en polvo que se usa en la elaboracion del té. Dichas toxinas se
encuentran comunmente en los granos de cereales y son toxicas, cancerigenas y
termoestables (Abraham y Ernesto, 2009). La raiz del jengibre es ampliamente
usada para los problemas digestivos, encontrandose en el polvo AFS y OTA. El té
de jengibre se coloc6 en una bolsa y se termosello; posteriormente, se us6 para
preparar el té en diferentes condiciones y temperaturas de 50 y 100°C, en un
tiempo de 5y 10 min con volimenes de 100 y 200 mL. Posteriormente la bolsa de
té se coloc6 en agua caliente y se agité cada minuto durante 5s esto durante los
primeros 5 minutos de remojo. Después de ello, la bolsa de té se elimind y el
residuo de té de jengibre se analizé por separado para AFS y OTA por IAC,
después fueron aisladas y separadas a 100°C por LC y cuantificadas mediante
FLD, de las cuales aproximadamente el 30 y 40% de AFT y el 20 y 30% de la
OTA fueron encontrados como contaminacién en el té de jengibre las cantidades
totales de AFT y OTA en el té variaron menos del 5% bajo las tres condiciones de
preparacion a 50 °C, y aproximadamente el 10% de la OTA y AFT se encontraron
en el té. Este es el primer estudio sobre la migracion de AFT en té, también es el
primero en estudiar la distribucion de AFT y OTA de jengibre en polvo para té y
residuos de jengibre (Iha y Trucksess, 2010).

El siguiente trabajo tuvo como objetivo evaluar el contenido OTA en los restos de
la uva durante el proceso de elaboracion del vino tinto en una vinificacion a escala
piloto. El estudio se realiz6 utilizando los mostos obtenidos de dos variedades de
uva denominados “Bonarda” y “Tempranillo” contaminados artificialmente con dos
niveles de OTA. Se establecieron don tanques, por duplicado, de 100 L para cada
una de las variedades. Las fermentaciones fueron iniciadas por inoculacion de dos
cepas de Saccharomyces spp.que tienen un rendimiento diferente a la
fermentacion. Al mosto de la variedad “Tempranillo”, se afiadieron 6 ug/L de la
OTA, mientras que a la variedad “Bonarda” se le afiadié 0.3 pg/L de la toxina.
Dichas muestras se recogieron en diferentes etapas del proceso, controlando el
rendimiento de las fermentaciones alcohdlicas y malolactica. Se obtuvieron
concentraciones valorables asi como la acidez, pH, etanol, aztucar y SO2 que se
determinaron siguiendo los meétodos estandar propuestos por la Oficina
Internacional de Vifiedos y el Vino. El Andlisis de OTA se realiz6 por HPLC,
obteniendo limites de deteccion y cuantificacion de 0.01 y 0.1 ng/ml,
respectivamente. Se concluyo que los niveles de OTA en el proceso de vinificacion
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se redujeron en un promedio de alrededor del 86.5%. Por otra parte el tipo de
cepas de Saccharomyces utilizados no mostroé ningun efecto sobre la reduccion de
la toxina (Ponsone et al, 2010).

Este trabajo describe el desarrollo y caracterizacion de un método electroquimico
mediante voltamperometria de onda cuadrada en combinacion con el uso de
nanoparticulas magnéticas modificadas, que habian mostrado ser utiles en la
determinacion rapida y sensible de OTA en la uva de vino. Las uvas de vino fueron
inoculados con Aspergillus ochraceus para infectar artificialmente con la OTA,
dicha micotoxina se determind directamente mediante SWV, donde la corriente
obtenida es directamente proporcional a la concentracion de OTA la cual se
encuentra presente en las muestras. Este método se ha utilizado para la
determinacién de OTA en las uvas de vino y se valid6 contra de un kit de prueba
de ELISA comercial. Obteniendo LOD calculados para la deteccion electroguimica
y la ELISA, de 0.02 y 1.9 pg/kg, respectivamente; por otra parte, los coeficientes
de variacion para exactitud y precision estaba por debajo de 5.5%. Se concluye
gue este método promete ser adecuado para la deteccién y cuantificacion de OTA
en las frutas aparentemente sanas después de la cosecha para cerciorar la
seguridad y calidad de los alimentos, asi como la salud del consumidor
(Fernandez, 2010).

Se utilizd el método desarrollado mediante HPLC-FLD para la cuantificacion
simultdnea de OTA y sus analogos OTB, OTC y MeOTA, en el vino tinto a nivel de
trazas (Tafuri, 2008). Antes del andlisis por dicho método, las ocratoxinas se
extrajeron y se purificaron por IAC a partir de 50 mL de vino tinto a un pH de 7.2.
La validacion del método analitico se basé en parametros tales como: la
selectividad, linealidad, precision, robustez, LOD y LOQ, asi mismo el recobro y la
estabilidad. Obteniendo como LOD en el vino tinto concentraciones de 0,16ng/L
(OTA), 0.32ng/L (OTB), 0.27ng/L (MeOTA) y 0.17ng/ (OTC); el LOQ establecido
fue de 0.50ng/L para todas las ocratoxinas. Estos limites obtenidos son los mas
bajos encontrados para la OTA en la literatura de referencia hasta el momento.
Los valores de recobro fueron 93.5, 81.7, 76.0 y 73.4% para la OTA, OTB, MeOTA
y OTC, respectivamente. Por primera vez, este método fue validado y permitié la
investigacion de una coocurrencia de ocratoxinas A, B, C y MeOT A en 20
muestras de vinos tintos de Espafia (Ramiro et al, 2010).

La presencia natural de OTA y resveratroles cis y trans en los vinos tintos se ha
documentado ampliamente. El objetivo de este trabajo fue evaluar a OTA y el
contenido cis y trans-resveratrol del vino tinto a partir de mosto de vino de un
proceso de vinificacion a escala piloto en Calabria (Italia). Se tomaron 11 muestras
en diferentes etapas de la vinificacion y el analisis se llevo a cabo por HPLC. El
vino de fabrica contenia trans-resveratrol con 3.41 mg/L. Por lo cual este vino se
caracterizé por una variedad de uva Aglianico-Magliocco. Los datos relativos de
OTA mostraron que el valor de este contaminante fue bajo en todas las muestras
analizadas y, en cada caso, por debajo del limite legal considera do de 2.0 mg/L.
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En general, los resultados demostraron la gran calidad de los vinos producidos en
Calabria (Loizzo et al, 2011).

La toxigenicidad de especies de Aspergillus que producen OTA en suelos y
vifiedos por infeccidn en los racimos de uvas se investigd en Australia mediante la
obtencion de aislados de Aspergillus niger y Aspergillus carbonarius. Las
evaluaciones mostraron que A. niger se encuentra mas frecuentemente que A.
carbonarius. Tres de los 113 aislados correspondieron a A. niger y 33 a A.
carbonarius. Por otra parte se inoculo A. carbonarius en un racimo, lo cual no
produce dafio alguno durante el mes antes de la cosecha; los granos dafados
obtenidos durante la cosecha fueron particularmente susceptibles a putrefaccion y
produccion de OTA por Aspergillus, la toxina se concentré en las bayas. La OTA
en Australia se encontré principalmente en las bayas o racimos de uvas infectadas
por A. carbonarius. Por otra parte el potencial de Aspergillus para ocasionar
pudricion y produccion de OTA se observa a partir del aumento del dafio a las
bayas y de su madurez. Se encontr6 que para evitar la contaminacién era
necesario minimizar el dafo al racimo de uvas durante la cosecha lo cual reduce
significativamente la pudricion por Aspergillus asi como la vigilancia en el grado de
concentracion en los racimos infectados con cepas toxigénicas de Aspergillus
(Leong et al, 2012).

En resumen...

La mayor parte de las bebidas aqui mencionadas se refieren a los vinos, de todas
las regiones de Espafia, Italia, Portugal, y Australia. Los estudios realizados
incluyen la identificacién del hongo ocratoxigénico, el lugar de la contaminacion en
la vid que produce OTA en las uvas, asi como la propuesta de introducir
modificaciones en los métodos de aislamiento de la toxina para un mejor analisis
para el control de calidad. Hay que recordar la importancia de la industria
vitivinicola para los paises arriba mencionados. Los vinos analizados incluyen
tintos y blancos asi como el mosto de las uvas. Los analisis se realizan
generalmente por IAC seguidos por HPLC con FLD principalmente. Se proponen
nuevos métodos de preparacion de la muestra como es la inyeccion directa del
vino y la formacion de micelas inversas con acido decanoico y THF. Se propone el
uso de materiales adsortivos que faciliten la eliminacion de OTA de vinos
contaminados, sin que se alteren las caracteristicas organolépticas del vino. Llama
la atencion un estudio sobre la toxicidad de OTA en células Caco-2/TC7
intestinales, ya que se encuentra que existe una accién sinérgica entre la OTA y el
vino. Por otro lado, también se analiza la presencia de OTA en té y café bebible,
utiizando HPLC-FLD. Se proponen otros métodos de ensayo como €s un
inmunoensayo, un método electroquimico y un método por electroforesis capilar.
Se sigue encontrando que la poblacién esta expuesta a OTA a través del consumo
de las bebidas mencionadas en este apartado.
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7.9. DETERMINACION DE OTA MEDIANTE TECNICAS DE
BIOLOGIA MOLECULAR.

Los microarreglos son un metodo de andlisis de ADN usado para detectar e
identificar especies de Fusarium productoras de tricotecenos y moniliformina asi
como de OTA; el método también podria diferenciar entre especies de cuatro
grupos. En lo cual las sondas de captura fueron disefiadas basandose en
recientes analisis de alfa filogenéticos de alargamiento de secuencias (TEF-1alfa).
Se puso énfasis especial en el disefio de sondas de captura correspondiente a los
grupos o especies ocratoxigénicas particulares. Un consenso de amplificacion por
PCR de una parte de TEF 1 alfa es seguido por la hibridacion con el chip de
Fusarium y los resultados son visualizados por un método colorimétrico de
deteccion de cuantificacion y validacion en el chip de Fusarium contra cinco
muestras de cereales infectadas para la obtencién de datos morfolégicos y datos
quimicos. Por tanto el limite de deteccion se estimaba en menos de 16 copias de
ADN genomico en harina de trigo comercial. Asi los investigadores llegaron a la
conclusién que el actual chip de Fusarium demostrd ser un microarreglo altamente
sensible, el cual es rapido para la deteccion e identificacion de las especies de
Fusarium. El impacto en estudio de microarreglos puede llegar a ser una
herramienta muy valiosa para la deteccion de Fusarium en muestras de cereales
de la cadena de produccion en alimentos y por lo cual pudo facilitar su deteccion
de Fusarium spp (Kristensen et al, 2007).

Con el objeto de mejorar la deteccién temprana de Aspergillus carbonarius y A.
niger en la uva de mesa, ya que son los hongos que principalmente las
contaminan, se propuso la creaciéon de un método molecular simple y rapido para
la deteccion temprana de ambos hongos en las uvas de mesa. Estos hongos,
ademas de su capacidad para causar la putrefaccion de la fruta también pueden
producir la OTA, micotoxina que ha atraido cada vez mas la atencion en todo el
mundo. Ensayos basados en PCR fueron desarrollados usando iniciadores
especificos basados en secuencias de las policétido sintasas de A. carbonarius y
A. niger que recientemente han demostrado que participan en la biosintesis de
OTA. Se obtuvieron tres variedades de uva de mesa (globo rojo, Crimsone sin
semillas e Italia) que fueron inoculadas con las cepas de los hongos mencionados.
El ADN extraido del control (no inoculado) y de las uvas inoculadas, se amplificd
por PCR usando ACPKS2F-ACPKS2R para A. carbonarius y ANPKS5-ANPKS6
para A. niger. Ambos iniciadores permitieron una deteccion clara, incluso en
muestras asintomaticas. Los métodos basados en la PCR se consideran como
una buena alternativa a los métodos tradicionales de diagndstico para la deteccién
temprana de los hongos en matrices complejas por su alta especificidad y
sensibilidad. Los resultados pueden ser Utiles para la definicion de un "sello de
calidad" para las uvas y asi mejorar las medidas de seguridad adoptadas para
garantizar la produccion de uvas de mesa (Ayoub et al, 2010).
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Basandose en la secuencia del gen de poli péptido sintasa de la OTA se desarrollé
un sistema por PCR para la deteccidon especifica de Penicillium verrucosum en el
trigo. Se analiz6 en un sistema de PCR en tiempo real que se ha aplicado para
determinar la cinética del crecimiento del hongo en el trigo con un nimero de
células por encima de 103 ufc/ml. Los datos que se obtuvieron por PCR en tiempo
real se correlacionaron con los datos obtenidos por la técnica de recuento en la
placa. Para ello el ADN se aislo directamente del trigo contaminado sin ninguna
etapa de enriquecimiento adicional. Por otra parte en la transcriptasa inversa de
PCR en tiempo real, se detecto la expresion del gen “otapksPV” en el trigo, esto se
dio a los 22 dias después de la inoculacién y almacenamiento a temperatura
ambiente. Concluyendo que las cantidades razonables de OTA, no podrian ser
detectadas antes del dia 30, la activacion temprana de los genes relacionados con
la OTA fue confirmada por el analisis de microarreglos (Schmidt et al, 2008).

En diciembre del 2011 se analizaron granos cebada mediante un método basado
en PCR, demostrando que habia contaminacién de la cebada por micotoxinas. Se
mostro que esta presencia influia en la calidad y ocasionaba pérdidas nutricionales
lo que representa un peligro considerable para la cadena alimentacia con la
presencia de AF y OTA. En Espafa se realizaron estudios de PCR especificos
para la deteccion de especies fungicas en cebada, detectdndose especies de
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. steynii, A. westerdijkiae, A.
carbonarius y A. niger a distintos tiempos de incubaciéon (0, 1 y 2 dias). También
se utilizaron varias técnicas en diferentes medios de cultivo para la evaluacién de
Aspergillus (flavus, circumdati y niger). Anteriormente se habian recogido 105
muestras de granos, entre el 2008 y el 2010, que se analizaron usando un método
previamente optimizado con una extraccion acelerada con disolventes en la IAC, y
una separacion por CL, derivatizacion post-columna con yodo y con deteccion por
FLD (Pozzo et al, 2010), obteniendo como resultado 29 muestras con
contaminacion con al menos una de las micotoxinas estudiadas. AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2, y OTA se detectaron en 12.4%, 2.9%, 4.8%, 2.9%, y 20% de las
muestras, respectivamente. Las AFS y OTA se produjeron en un 4,8% de las
muestras. Los niveles maximos de micotoxinas (ng/ g) fueron 0.61 (AFB1), 0.06
(AFB2), 0.26 (AFG1), 0.05 (AFG2), y 2.0 OTA. Los resultados de los ensayos de
PCR indicaron la presencia de todas las especies estudiadas, excepto A.
westerdijkiae. Dichos resultados mostraron altos niveles de contaminacion natural
de la cebada con las especies estudiadas de Aspergillus que no corresponden con
el nimero esperado de UFC/g en los cultivos. Estos resultados sugieren que
puede existir un alto nimero de esporas no viables o hifas en las muestras. En
conclusién este es el primer estudio llevado a cabo en los niveles de AF y OTA en
granos de cebada en Espafia. Del mismo modo, este es el primer reporte de la
presencia aflatoxigénica y ocratoxigénica por Aspergillus spp en granos de cebada
naturalmente contaminados utilizando un enfoque de PCR especifico para su
especie (Mateo et al, 2011).
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Como se ha mencionado la especie de Aspergillus carbonarius es responsable de
la produccion de OTA que se acumula en las uvas para vino, y por lo tanto se
investigan cada vez mas métodos para su deteccibn mas rapida y sensible. En
esta investigacion se utilizd un nuevo procedimiento por PCR en tiempo real (RTI-
PCR) para la deteccién y cuantificacion de la especie del hongo. El procedimiento
incluye el uso de “Pulsifier” un equipo para eliminar conidios a partir de uvas que
impide la liberacion de inhibidores en la PCR; la extraccion de ADN se realiz6 con
el kit de ADN fungico EZNA. Con este equipo se redujo el tiempo para la
extraccion de ADN de A. carbonarius de la uva a 30 min. Para ello se utilizarén
dos iniciadores especificos AcKS10L/AcKS10R que delimité un fragmento de 161
pb, y una sonda especial que se disefo dirigida al dominio de B-cetosintasa de un
policétido sintasa de A.carbonarius. Por tanto la especificidad fue confirmada con
pruebas de iniciadores hacia el ADN purificado de 52 cepas de hongos, incluyendo
el de referencia y aislados de alimentos. La cuantificacion lineal se obtuvo en
ambas diluciones seriadas de ADN purificado y suspensiones de conidios
calibrados de A.carbonarius. Para ello, utilizando el “SYBR-Green I’ y “TagMan” se
mostréo que los enfoques RTI-PCR establecidos fueron capaces de detectar al
menos 2.4 y 24 gendmas equivalentes, respectivamente, usando el ADN
purificado. Los resultados obtenidos de la suspension conidial después de la
extraccion de ADN, mostraron que al menos 5 conidios por reaccion deberian
estar presentes para un resultado positivo con “SYBR-Green I” y 50 en el caso de
“TagMan”. Concluyen que la cuantificacion del ADN gendémico de hongos en el
vino inoculado artificialmente en uvas se realizd con éxito, con un umbral minimo
de 10 conidias/MI para una cuantificacion precisa. El ensayo con RTI-PCR
desarrollado fue una herramienta que prometio conocer el riesgo ocratoxigénico, e
incluso el bajo nivel de infecciones, mostrando ser adecuado para un analisis
rapido y automatizado de alto rendimiento (Selma et al, 2008).

Los hongos Aspergillus ochraceus y A. westerdijkiae se consideran como los mas
importantes productores de OTA que contaminan los alimentos y bebidas para el
consumo humano. En este estudio se utilizé PCR en tiempo real para detectar
ambas especies mediante el uso de SYBR Green e iniciadores disefiados para
region ITS1 del ADNr (Dachoupakan et al, 2009). El ensayo tuvo una eficiencia de
94% y no mostrd inhibicién. El limite inferior de deteccién del ADN fue de 2.5
pg/reaccion. La precision de la deteccion y cuantificacion de PCR fueron probados
con el ADN gendmico obtenido de los granos de café verdes y uvas artificialmente
contaminadas con suspensiones de esporas de concentraciones conocidas.
Dichas concentraciones fueron superior de 6-10 esporas/ml lo que se pudo
detectar por el ensayo directamente sin incubacion previa de las muestras y una
relacion positiva observandose entre el tiempo de incubacién y los valores de
gPCR. Por lo tanto el ensayo desarrollado permitid una rapida, deteccién y
cuantificacion de A. ochraceus especifica, precisa y sensible para A. westerdijkiae
para usarse directamente en un punto critico de la cadena alimentaria, antes de la
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cosecha de café y uvas verdes, para predecir y controlar el crecimiento de hongos
y la produccién de OTA (Gil et al, 2009).

Otra investigacion para la deteccion simultanea de micotoxinas reporta el utilizar
una reaccién de PCR duplex en tiempo real para la deteccién de Aspergillus niger
y A.carbonarius, que son las principales especies responsables de la produccion
de OTA en las uvas (Ayoub et al, 2010). Esta reaccion solo se dirige a la beta-
cetosintasa y a los dominios de la transferasa de acilo de la polipeptido sintasa de
A. carbonarius y el A. niger, respectivamente. El analisis de la curva de fusién
utilizando un “SYBR Green” en el enfoque de PCR en tiempo real, muestra valores
de amplificacidén especifica, eficiente y equilibrada de los dos fragmentos de PCR.
Posteriormente la sonda fue colocada para un PCR en tiempo real “TagMan”,
utilizando la enzima de Grupo 6-carboxi-fluoresceina (FAM) y CIV marcado con
sondas especificas para su deteccion automatizada. Los resultados indicaron
diferencias en la sensibilidad cuando se utilizan dos conjuntos de iniciadores y
sondas por separado en la misma reaccion. Sin embargo, cuando ambos objetivos
estan en cantidades diferentes, hay una amplificacién preferencial del objetivo que
se encuentra en mayor concentracion. Los valores obtenidos de la presencia de
ADN de la uva fueron muy similares a los observados cuando solo fue purificado
estando presente el ADN fangico, lo que indica que el ADN de uva no interfiere en
el tiempo real con la PCR. Este procedimiento proporcion6 una herramienta rapida
y precisa para controlar una reaccion Unica en la presencia de especies que
producen la OTA en uvas, que en cierta medida, facilitdé estudios de la
contaminacion para garantizar la seguridad alimentaria en la industria para la
elaboracion del vino (Selma et al, 2009).

Cuando se habla de una contaminacion agroalimentaria por OTA se habla de un
riesgo para la salud humana y animal, por lo tanto, los limites méaximos se
establecieron por las autoridades de seguridad alimentaria. La reduccién de la
contaminacion por OTA puede lograrse mediante la deteccion temprana de las
especies de hongos que la producen. Se realizd la deteccién rapida, sensible y
especifica asi como la cuantificacion por PCR en lo cual la especie de Aspergillus
carbonarius fue una de las mas importantes especies en la produccién de OTA,
particularmente en las uvas y derivados de las regiones mediterrdneas. El analisis
por PCR cuantitativo usando “SYBR” y “TaqMan” se desarrollaron para la
deteccidon especifica de la especie (Selma et al, 2008). La sonda “TagMan” se
baso en la region MultiCopia transcrita interna 2 (2° secuencia interna del gen del
rRNA). La especificidad y la sensibilidad de ambos ensayos fueron probados en
las mezclas de ADN gendmicas de varias cepas de A. carbonarius y otras
especies fungicas presentan con frecuencia en las uvas. Ambos métodos también
fueron comparados usando uvas inoculadas con diferentes concentraciones de
esporas de A. carbonarius, por tanto la deteccién de ADN fue de hasta 0.4 pg/g en
los racimos de uvas. Teniendo que la eficiencia y la sensibilidad de ambos
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métodos fueron comparables, solamente, en el menor costo de “SYBR Green” que
puede favorecer su uso en ensayos de rutina (Salgado et al, 2009).

En el siguiente trabajo se realizd una investigacion sobre una nueva especie de
Aspergillus productora de OTA, que se obtuvo recientemente de hojas en
descomposicion sumergidas en la ribera en lItalia. Las especies se describieron
morfol6égicamente como Aspergillus affinis y Aspergillus cretensis. Sin embargo, se
encontraron diferencias marcadas entre estos dos aislados con caracteristicas
distintas en las colonias que mostraron tener vesiculas mas grandes, fialides y
conidios, asi como una forma de esclerocios distinta por lo que se requeria
determinar el grupo taxondémico y asi inferir las relaciones evolutivas de estas dos
cepas morfolégicamente idénticas, para ello se realiz6 un analisis filogenético
molecular en todos los linajes reconocidos oficialmente en la seccion circumdati.
Se analizaron las secuencias de ADN vy los residuos de aminoacidos deducidos a
partir de la evaluaciéon de ambos genes de ARN y proteinas ribosomales, que son
ampliamente utilizadas para diferenciar los taxones que pertenecen al género
Aspergillus en varios niveles evolutivos. Se obtuvo la amplificacion por PCR del
gen 5.8S RNA y de los espaciadores transcritos internos (ITS), asi como los
dominios D1/D2 del gen 28S RNA, una region del gen de la cadena beta tubulina
(benA) y parte del gen calmodulina (CMD) y luego fueron secuenciados. El analisis
de las regiones de ARN ribosomal y de la benA y datos de la secuencia CMD
indican que estos dos aislados isogénicos pertenecen genéticamente a especies
distintas de Aspergillus productoras de OTA, descritos como Aspergillus affinis e
identificadas como (ATCC MYA-4773 (T) = CBS 129190 (T)); filogenéticamente. A.
affinis parece estar estrechamente relacionada con A. cretensis, de la que se
pueden distinguir por medio de un analisis de rasgo morfolégico (Davolos et al,
2011).

En resumen...

Este ultimo apartado incluye articulos que utilizan un abordaje de la probleméatica
completamente distinto. En este caso se busca identificar y determinar la
presencia de los hongos ocratoxigénicos antes de que se propaguen y produzcan
dafios en los cultivos que se traduzcan en la produccion de OTA en los frutos. Las
técnicas de biologia molecular son sensibles y requieren de muy pocas células
para poder indentificar microorganismos hasta nivel de subespecie, lo que
permitiria implemetar pronto mecanismos de contencion de la contaminacion. En
los articulos aqui incluidos se enfocan principalmente a uvas y café, por su
importancia econémica.
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7.10. CONCENTRACIONES MAXIMAS PERMITIDAS PARA LA
OCRATOXINA A EN PRODUCTOS ELABORADOS.

A lo largo de esta revision se ha visto que es practicamente imposible eliminar
OTA de los alimentos que se consumen; sin embargo, es posible regular la
presencia de la micotoxina en los alimentos asi como recomendar una ingesta
diaria que impida se presenten dafos en la salud de los consumidores. La ingesta
diaria de OTA en alimentos contaminados para el humano se encuentra entre 0.7
y 4.5 ng/kg de peso corporal. La ocurrencia de esta micotoxina se asocia con las
condiciones climaticas y sobre todo con la cosecha y la poscosecha del grano por
lo que las concentraciones se encuentran en 50 pug/kg o mas dependiendo del tipo
de almacenamiento que tengan los productos y las condiciones del mismo. En la
siguiente tabla se muestran los limites maximos permitidos y establecidos por la
U.E y E.U para algunos alimentos.

TABLA 1.2.- LIMITES DE CONCENTRACION MAXIMA DE OCRATOXINA EN
PRODUCTOS ALIMENTICIOS ESTABLECIDO POR LA U.E Y E.U.
PRODUCTOS LIMITE DE CONCENTRACION

CEREALES (CONSUMO NO HUMANO) 5 ng/kg

CEREALES (CONSUMO HUMANO) 3 ng/kg

CAFE TOSTADO 3 ng/kg

VINO DE FRUTOS DESHIDRATADOS 10 pg/kg

GRANOS DE CACAO 2 nglkg

VINO Y JUGOS DE UVA 0.5 ug/kg

CERVEZA 0.2 uglkg

Estos datos fueron establecidos por estas dos organizaciones, mediante procesos
analiticos considerando factores tales como la evaluacion del riesgo y la exactitud
analitica, factores econdémicos y politicos tales como los intereses comerciales de
cada pais, asi como proporcionar un suministro suficiente de alimentos. Teniendo
esto en consideracion se elaboraron las normas reglamenterias. (Abraham vy
Ernesto, 2009).
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VIII. CONCLUSION.

En la investigacion realizada se puso de manifiesto que la Ocratoxina A esti
presente en una gran cantidad de alimentos y productos alimenticios, tanto para el
consumo humano como animal. Cabe recordar que los humanos también
consumen carne de animales que muchas veces estan siendo alimentados con
comestibles contaminados. Entonces, la poblacién en general, estd expuesta al
consumo de OTA a través de diversas fuentes.

Esta informacion es relevante porque en México no existen leyes que regulen la
presencia de este tipo de toxinas en los alimentos de cualquier origen.

Los métodos analiticos utilizados para la determinacibn de OTA en diversos
alimentos y en fluidos biol6gicos, utilizan principalmente a la IAC como método de
preparacion de la muestra, y HPLC con FDL y/o MS/MS para la cuantificacion.
Existen propuestas en la utilizacion de otros métodos; sin embargo la AOAC que
es un organismo internacional que certifica la metodologia usada, solo avala los
métodos ya mencionados.

Surge ahora el uso de las técnicas de biologia molecular para realizar una
deteccion temparana de los hongos ocratoxigénicos y asi poder implementar
medidas de contencion de la contaminacion.
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X. GLOSARIO.

Anfifilico: es un término que describe un compuesto quimico que posee
propiedades tanto hidréfilas y lipofilas. Dicho compuesto se denomina anfifilico o
anfipaticos.

Apoptosis: es una destruccion o muerte celular programada, provocada por ella
misma, con el fin de autocontrolar su desarrollo y crecimiento, esta
desencadenada por sefales celulares controladas genéticamente.

Aptameros: son acidos nucleicos de cadena sencilla, ADN o ARN, que reconocen
una gran variedad de moléculas.

Avidina: es una glicoproteina tetramérica que une biotina, producida en el oviducto
de aves, reptiles y anfibios y depositada en la clara de sus huevos.

Biomonitoreo: conjunto de técnicas basadas en la reaccion y sensibilidad de
distintos organismos vivos a diversas sustancias contaminantes presentes en un
ecosistema.

Bioreceptor: Cualquier compuesto, tal como una proteina, que se une a un
compuesto especifico particular, cuando parte de un biosensor.

Biotina: es una vitamina que se encuentra en pequefias cantidades en numerosos
alimentos.

Calmodulina: es una proteina acidica intracelular, de bajo peso molecular y
termoestable que se localiza principalmente en el cerebro y el corazén y es
expresada en todas las células eucariotas, siendo uno de los reguladores en la
transduccion de la sefial de calcio en la célula.

Caspasa: grupo de proteinas perteneciente al grupo de las cistein-proteasas,
caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de otras
proteinas.

Celulas HT-22: actian como si transmitieran a la muestra un efecto neuro
protector en contra de los estresores oxidativos como el glutamato, peréxido de
Hidrégeno y proteina Beta —Amiloidea.

Cluster: se aplica a los conjuntos o conglomerados de computadoras construidos
mediante la utilizacion de hardware comun y que se comportan como si fuesen
una Unica computadora.

Columnas de inmunoafinidad: se basan en el principio de una unién especifica
anticuerpo-analito.

Confiteria: Establecimiento donde se elaboran y venden dulces, como pasteles,
galletas y bombones.
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Inmunosensor 0 hiosensor: dispositivo bioquimico-electronico que permite
identificar, transformar y cuantificar un evento bioldgico. Esta compuesto por la
combinacion de un bioreceptor, componente bioldgico y un transductor, método de
deteccion.

Inmunotoxina: Agente toxico unido a un anticuerpo que tiene capacidad de destruir
células cancerosas sin afectar a las sanas.

Lobesia botrana: es una polilla de la familia Tortricidae. Se encuentra en el sur de
Europa.

Micotoxina: sustancias toxicas producidas por hongos, los cuales son los
contaminantes para humanos y animales causando enfermedades carcinogénicas.

Microbiota: También conocida como microflora es el conjunto de microorganismos
gue se localizan de manera normal en distintos sitios del cuerpo humano.

Micronizar: proceso por la cual se lleva a la particula mas pequefa

Monilimorfina: es una inusual micotoxina y un contaminante de alimentacion que
es letal para las aves.

Mutagénico: Agente fisico, quimico o biolégico que altera o cambia la informacién
genética (usualmente ADN) de un organismo y ello incrementa la frecuencia de
mutaciones por encima del nivel natural.

Nefrocancerigeno: efecto que causan las toxinas en los rifiones (cancer).

Neuroblastoma: Tumor maligno ubicado en las células de las neuronas.

Neurodegeneracion: tipo de enfermedades que agrupa a un género de
desérdenes cognitivos, tales como, enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, de
Creutzfeldt-Jakob y esclerosis multiple.

Neurotoxica(o): efecto que causa el elemento directamente en el sistema nervioso
central causando una falla en la transmisién de impulsos nerviosos y la accion
necrosaste surte efecto sobre el ndcleo de las células matandolas, es decir
destruyendo el tejido.

Nixtamalizacién: proceso mediante el cual se realiza la coccion del maiz con agua
y cal, el cual es utilizado principalmente para la obtencibn de masa para la
elaboracion de tortillas.

Nucleofosmina: es una proteina codificada en humanos por el gen NPM1

Proteoma celular: es la totalidad de proteinas expresadas en una célula particular
bajo condiciones de medioambiente y etapa de desarrollo (o ciclo celular)
especificas, como lo puede ser la exposicion a estimulacion hormonal.

Regucalcina: un gen implicado en la homeostasis del calcio

METODOS DE ANALISIS Y DETERMINACION DE OCRATOXINA A Pagina 81



Toxina: sustancia venenosa producida por células vivas u organismos, como
animales, plantas, bacterias y otros organismos bioldgicos.

Valosin: es una proteina su funcidn es actuar como un segregase ubiquitina que
remodela complejos de proteinas multiméricas mediante la extraccion de proteinas
polyubiquitinated para el reciclaje o la degradacion por el proteasoma.
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