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1. Introduccién

1.1. PREAMBULO

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, téxicos, producidos por al-
gunas especies fungicas en determinadas condiciones, las cuales pueden
contaminar alimentos y cultivos a través de la cadena alimentaria (Prandini
et al., 2009).

El termino micotoxinas es la combinacion de la palabra griega “mykes”:
hongo y la palabra latina “toxicum”; veneno. Se trata, en general, de mo-
léculas relativamente pequefias (PM < 700 Da) con estructura quimica y
actividad biolégica muy diversa, capaces de desencadenar diversas altera-
ciones y cuadros patolégicos en el hombre y en los animales, denominadas

micotoxicosis (Turner et al., 2009).

El conocimiento de la existencia de enfermedades, en el hombre y en
los animales, asociadas al crecimiento de hongos en los alimentos, data de
siglos atras. Tal es el caso del “ergotismo” enfermedad relacionada con el
consumo de alimentos contaminados con el cornezuelo del centeno, llama-
do por los asirios “pustula nociva en la espiga del centeno” que hacia que la
embarazada abortara y muriera en el lecho del parto. Este hongo, productor
de alcaloides vasoconstrictores y alucindégenos, ya era utilizado hace 3000

afnos en la época del imperio chino en obstetricia (Soriano et al., 2007).

En la Edad Media aparecieron por primera vez descripciones del envene-
namiento por el cornezuelo. En el afio 943 en diferentes regiones de Europa
se registraron epidemias por este hongo. La enfermedad se manifestaba
de formas diferentes, en unos casos afectaba a las visceras abdominales,
originando un cuadro muy doloroso, pero de muy corta duracién, que con-
ducia a los enfermos a una muerte casi subita y en otros, mas frecuente, el
proceso comprometia a los miembros debido a la gangrena desarrollada en

pies, piernas, manos y brazos. La inmensa mayoria sobrevivia, pero queda-

3



1. Introduccién

ban mutilados y deformados, por la pérdida incluso de los cuatro miembros
(Laval, 2004). Un cronista del siglo X describié con estas palabras la enfer-

medad:

“Habia en la calle hombres que se desplomaban, entre alaridos y contorsiones;
otros caian y echaban espuma por la boca, afectados por crisis epilépticas, y algu-
nos vomitaban y daban signos de locura. Muchos gritaban: “jFuego! jMe abraso!”.
Se trataba de un fuego invisible que desprendia la carne de los huesos y la consu-

mia. Hombres, mujeres y nifios agonizaban con dolores insoportables.”

La enfermedad se denominé “Fuego Sagrado o Fuego de San Antonio”,
debido a la sensacion abrasadora experimentada por las victimas, muchas
de las cuales visitaban la abadia de San Antonio al sureste de Francia con
la esperanza de curarse (FAO, 2003). Es probable que el alivio encontrado
al viajar al santuario fuera real, pues los peregrinos no consumian centeno

contaminado durante el viaje.

Pero, no fue hasta el siglo XVI, cuando se estableci6 la relacion causal
entre el consumo de centeno contaminado por el hongo Claviceps purpurea

o cornezuelo de centeno y esta micotoxicosis (Laval, 2004).

Se ha sugerido que la intensa reduccion demografica experimentada en
Europa occidental en el siglo Xlll se debio a la sustitucion del trigo por cente-
no y al consumo de este cereal contaminado con cornezuelo. La frecuencia
de ergotismo fue disminuyendo con el progreso de la agricultura y la diversi-
ficacion de la alimentacion. No obstante, se han ido produciendo episodios
de ergotismo en las poblaciones humanas del norte y este de Europa hasta
el siglo XIX'y de la antigua Unién Soviética en 1926. El brote mas reciente de

ergotismo gangrenoso fue en Etiopia en el afio 1978 (Bryden, 2007).

El ergotismo también se ha asociado con las brujas de Salem en Massa-
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chusetts en 1692. A lo largo de los ultimos afos se ha intentado explicar las
causas que originaron los sucesos acaecidos en Salem y se han propuesto
distintas hipotesis, entre ellas la ingestién de cornezuelo de centeno. La
mayoria de los sintomas que se describen en estos episodios podrian asi-
milarse, pero menos marcados, a los que se experimenta tras el consumo
de LSD, derivado sintético del acido lisérgico, uno de los alcaloides del cor-
nezuelo de centeno, lo que si esta claro es que se produjo un consumo de
pan centeno (Bennet & Klich, 2003).

En 1940 el distrito de Orenburg (URSS) se vio afectado por una epidemia
de aleucia (leucopenia) toxica alimentaria (ATA), enfermedad que producia
fiebre, vémitos, inflamacion aguda del aparato digestivo, anemia, insuficien-
cia circulatoria y convulsiones, debido al consumo de mijo contaminado con
tricotecenos. Se produjeron numerosas muertes, llegando hasta el 60% de
la poblacién en algunas comarcas. Se identificé como responsable la toxina
T-2 (tricotecenos) producida por el hongo del género Fusarium (Zinedine &
Manes, 2009).

No obstante, el termino micotoxina no se estableci6 hasta 1960, cuando
se produjo una enfermedad en los pavos en Inglaterra, que llevé a la muerte
a 100.000 aves, denominada la enfermedad X: “Turkey X disease”. Al poco
tiempo hubo brotes similares que afectaron a otras aves de corral. El origen
de la enfermedad se encontré en el consumo de tortas prensadas de ca-
cahuetes, mezcladas en el alimento, contaminadas por Aspergilius Flavus
(Sherif et al., 2009).

A partir de 1961, con el aislamiento de las aflatoxinas producidas por el
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, se evidencio la importancia de
los hongos saprofiticos en el desarrollo de procesos patolégicos en anima-

les y la posible conexion con la patologia humana.
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La ocratoxina A (OTA) fue por primera vez estudiada en la Republica de
Sudafrica como metabolito secundario producido por una variedad de As-
pergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 1965). Ha sido asociada con la
nefropatia endémica de los Balcanes y el desarrollo de tumores en el tracto
urinario (Zinedine, 2010b).

Las micotoxicosis son un problema crénico causado fundamentalmente
por la contaminacion de cultivos, principalmente cereales, por hongos toxi-
génicos. La Organizacién Mundial de la Alimentacion y Agricultura (FAO) ha
estimado que mas de un 25% de los cultivos del mundo estan significativa-
mente contaminados por micotoxinas (FAO, 1996). Las micotoxinas supo-
nen pérdidas econdmicas asociadas con el impacto en la salud humana, la

productividad animal y el comercio (FAO, 2003).

Expertos en la evaluacién del riesgo de contaminantes consideraran que
las micotoxinas son uno de los mas importantes factores de riesgo alimen-
tario cronico, por encima de los contaminantes sintéticos, plantas téxicas,

aditivos alimentarios o residuos de plaguicidas (Prieto-Simon et al., 2007).

Por ello, existe una amplia literatura y son numerosas las monografias
que se han publicado relativas a las micotoxinas. Hay cientos de articulos
de revision y miles de trabajos en la literatura primaria. Todo ello evidencia

la preocupacion y el interés que despiertan las micotoxinas.

Las revisiones publicadas en los ultimos afnos recogen, en gran medida,
la toxicidad de las micotoxinas, las manifestaciones clinicas en diferentes
especies animales; compendios de diferentes toxinas que se encuentran en
distintos productos alimenticios, comparaciones de protocolos y técnicas de
analisis, y comparativas de normas internacionales que regulan los niveles

de micotoxinas.
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Un gran nimero de las revisiones efectuadas en los ultimos anos se cen-
tran en técnicas de deteccion de la micotoxinas, en la contaminacion de los

alimentos asi como en el control y la prevencién de estos contaminantes.

El analisis de las micotoxinas en los alimentos sigue representando un
reto. En los ultimos anos, la aplicacion de normas mas restrictivas en ma-
teria de contaminantes en la UE, ha hecho necesario el desarrollo de mé-
todos con mayor capacidad de deteccion y validados por organizaciones
internacionales. Existen muchos métodos de analisis de micotoxinas; entre
ellos, los cromatograficos, que son especialmente utiles para multi-determi-
naciones y con fines de confirmacion de micotoxinas, pero que en general
requieren de mucho mas tiempo, son mas caros y precisan de personal
formado. Este hecho ha potenciado el desarrollo y comercializacién de otros
meétodos de analisis rapidos, como los biosensores, basados en los princi-
pios inmunolégicos, que permiten su uso para fines de control y en aquellas
situaciones en las se requiere decisiones rapidas. Por tanto, a la hora de
seleccionar el método para el analisis de micotoxinas, es necesario conside-
rar el propdsito para el cual se necesitan los resultados, la matriz que se va
analizar, el limite de deteccion requerido, la experiencia y la infraestructura

personal disponible (Shephard, 2008).

No obstante, debido a las graves implicaciones humanas que conlleva la
deteccidon de las micotoxinas en la cadena alimentaria, son numerosos los
autores que coinciden en sefialar que la principal estrategia para evitar la
presencia de las micotoxinas en los alimentos es la prevencion (Amezqueta
et al., 2009). Por ello, es necesario implantar un sistema integrado basado
en el Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC) y establecer
una gestién basada en buenas practicas agricolas (BPAs), buenas practicas

de procesado o manufacturaciéon (BPM) y en el control de todas las fases de
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produccion desde el campo hasta el consumidor final, con el uso de fungi-
cidas, descontaminacion y la utilizacion de especies resistentes (Murphy et
al., 2006; Wagacha & Muthomi, 2008).

1.2. TIPOS DE MICOTOXINAS

El numero de micotoxinas conocido, que producen un efecto toxico en la
salud de humanos y animales, esta en constante crecimiento, de modo que,
la legislacion debe prever el control de su presencia en alimentos y piensos
(Zinedine et al., 2006). Actualmente han sido identificadas en el mundo mas

de 400 micotoxinas.

Debido a este creciente nimero de micotoxinas, la gran variedad de es-
tructuras, origenes biosintéticos, efectos toxicos y fuentes, son dificiles de
clasificar. Se pueden diferenciar en funcion de su estructura: cumarinas, lac-
tonas, aminopolihidroxiladas, sesquiterpenicas, etc.; en funcién de su origen
biosintético: derivados de aminoacidos, polipéptidos, etc.; segun los efectos
téxicos que causan: hepatotoxicas, nefrotoxicas, neurotédxicas etc., y segun

los hongos que las producen.

Los grupos de micotoxinas que mas frecuentemente encontramos en los
alimentos son: aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos (deoxinivalenol, nivale-
nol), zearalenona, fumonisinas (Kumar et al., 2008), probablemente porque

son las mas analizadas.

1.3. ESPECIES PRODUCTORAS DE MICOTOXINAS

La mayoria de micotoxinas de importancia agricola son producidas por
tres géneros de hongos: Aspergillus, Fusarium y Penicilium. En la Tabla 1 se
recogen las mas importantes toxinas de cada grupo, los hongos productores

y los principales productos contaminados (Shephard, 2008).
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Tabla 1. Principales micotoxinas, especies productoras y alimentos contaminados

Micotoxinas

Hongos productores

Alimentos

Aflatoxinas B,, B,, G,, G,

Aspergillus Flavus, Aspergil-
lus parasiticus

Maiz, arroz, frutos secos

Aflatoxinas M,

Metabolito de aflatoxinas, B,
en mamiferos

Leche, productos lacteos

Ocratoxina A

Aspergillus ochraceus, Peni-
cilium verrucosum
Aspergillus carbonarius

Cereales, pasas, vino y café

Deoxinivalenol

Fusarium graminearum, Fu-
sarium culmorum

Cereales
Productos a base cereales

Toxina T-2

Fusarium  sporotrichioides,
Fusarium poae

Cereales
Productos a base cereales

Zearalenona

Fusarium graminearum, As-
pergillus ochraceus

Cereales
Productos a base cereales

Fumonisinas B,, B,, B,

Fusarium verticilliodes, Fusa-
rium proliferatum

Maiz, productos del maiz, sor-
go

Patulina

Penicillium expansum

Manzana, zumo de manzana

Es necesario tener en cuenta que una misma micotoxina puede ser pro-

ducida por hongos diferentes, como en el caso de las aflatoxinas que pue-

den ser producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticum y en el

caso de OTA por Aspergillus y Penicillium.

Por otro lado, una misma especie de hongo puede producir mas de una

micotoxina, como Fusarium graminearum que puede producir zearalenona

y deoxinivalenol.
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Ademas hay que considerar que en un mismo sustrato suelen encon-

trarse una poblacién heterogénea de microorganismos que interaccionan

afectando a su desarrollo y también pudiendo producir efecto en la sintesis

de micotoxinas.

1.4. CONDICIONES QUE FAVORECEN LA PRESENCIA DE HON-
GOS TOXIGENICOS Y LA PRODUCCION DE MICOTOXINAS

Los factores que influyen en la seleccién de la flora fungica contaminante

de alimentos se pueden agrupar en:

Factores intrinsecos relacionados con el alimento, tales como: activi-

dad del agua, pH e integridad del alimento.

Factores extrinsecos o propios del medio ambiente donde se conser-

va el alimento: humedad ambiental y luz.

Factores relacionados con tratamientos tecnoldgicos a los que se ha

sometido el producto.

Factores implicitos: las relaciones de competencia y dependencia

entre diferentes microorganismos presentes en alimentos.

Atendiendo a estos factores se establecen tres tipos de flora fungica: de

campo, intermedia y de almacenamiento (Soriano et al., 2007).

La flora de campo actlia en condiciones aerobias sobre plantas vivas
(fitopatdgenos) y la constituyen especies del género Fusarium, Cla-
dosporium y Alternaria. Estos hongos requieren para desarrollarse
contenidos de humedad (20-22%).

La flora intermedia actua en condiciones aerdbicas sobre producto
recién recolectado y humedo y esta constituida por algunas especies

de Fusarium.
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e La flora de almacenamiento, anaerobia facultativa, actia sobre ma-
terial fisiolégicamente inactivo y la integran especies de Penicilium y

Aspergillus.

Existe otra clasificacion para hongos en la que se distinguen dos tipos de
flora: “de campo y de almacén”. La primera consiste en hongos que invaden
su sustrato y producen micotoxinas durante el crecimiento de las plantas,
antes de la cosecha, se trata de toxinas de la categoria de campo. Las afla-
toxinas y las toxinas de Fusarium se incluyen en este grupo. El otro grupo
contiene hongos que producen toxinas después de la cosecha y durante el
almacenamiento de los cultivos y el transporte. Estas toxinas se denominan
de almacenamiento o post-cosecha. La ocratoxina pertenece a este grupo
(EFSA, 2009).

La producciéon de micotoxinas esta asociada a las condiciones que favo-
recen el desarrollo del hongo que las produce. Si bien existen diferencias
entre las distintas especies, los hongos productores de micotoxinas pueden
crecer, de forma general, en rangos de temperatura entre 3° C y 40 °C, a pH

entre 2 -10 y por encima de 0,77-0,99 de actividad de agua.

Sin embargo cada género presenta unas condiciones 6ptimas de produc-

cion de micotoxinas tal como se reflejan en la Tabla 2.

La incidencia y la concentracién de las micotoxinas en los productos son
variables y esporadicas en diferentes afios y localizaciones geograficas, en
parte debido a las condiciones climaticas. Aspergillus flavus y A. ochraceus
crecen preferentemente bajo condiciones de humedad y calor (regiones tro-
picales y calidas), mientras Penicilluim verrucosum se desarrolla en clima
templado, siendo las especies de Fusarium mas ubicuas. Por ello, en Eu-
ropa y América del norte las micotoxinas predominantes son: Ocratoxina,

Deoxinivalenol o vomitina y Zearalenona, y Africa, Asia y Australia presentan

11
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principalmente Aflatoxinas y Fumonisinas (Lacey, 1991). No obstante, los
cultivos en las regiones tropicales y subtropicales son mas susceptibles de
contaminacion que en las regiones templadas, debido a que la alta humedad
y las altas temperaturas de esas areas proporcionan unas condiciones opti-

mas para la formacién de micotoxinas (Thomson & Henke, 2000).

Tabla 2. Condiciones favorables de produccién de micotoxinas

. Temperatura | Actividad de .
Especie o Referencia
C agua (aw)
Aspergillus flavus, A. parasiticus 20-30 0.99 Sanchis & Magan
(aflatoxina) 28-30 0,87 (2004)
Asperglllus ochraceus (ocrato- 12-37 0,90 Weidenbdrner
xina) (2001)
)I:cre]g/)cﬂllum verrucosum (ocrato- 25 0,90-0,98 Cains et al. (2003)
Asperg/llus carbonarius (ocrato- 15-20 0.85-0,90 Mitchell et al.
xina) (2003)
Fusarium graminearum (zeara- 25.30 0.98 Sanchis & Magan
lenona) (2004)
Fusarium verticillioides, F. prolif- 1 090 Hope & Magan
eratum (deoxinivalenol) ’ (2003)
Fusarium vert:ql{:ordes, F. proli- 10-30 0,93 Marin et al. (1999)
feratum (fumonisina)
Penicillium expansum (patulina) 0-25 0,95-0,99 Sancrzlzsog 4|\)/Iagan

1.5. PRINCIPALES MICOTOXINAS PRESENTES EN ALIMENTOS

1.5.1. Aflatoxinas

Son las micotoxinas mas importantes. Se trata de un conjunto de metabo-
litos secundarios del grupo difuranocumarina, producidos principalmente por

tres especies de Aspergillus (flavus, parasiticus y nominus) bajo condiciones

12
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de humedad y calor; sin embargo, se ha demostrado que la especie A. flavus
es la cepa contaminante mas comun en la produccion agricola (Turner et al.,
2009).

Hasta ahora han sido identificadas dieciocho aflatoxinas, pero solo cuatro
de ellas se han encontrado en alimentos y piensos: B,, B,, G, y G, (Hesh-
mati & Milani, 2010). Aspergillus flavus produce solo aflatoxinas B, mientras
las otras dos especies producen ambas aflatoxinas B y G. (Zinedine et al.,
2006). Las demas aflatoxinas conocidas resultan del metabolismo de alguna
de estas. Las aflatoxinas M, y M, son metabolitos hidroxilados derivados de
las aflatoxinas B, que se excretan en leche de hembras de mamiferos que

consumen AFB, en la dieta.

Las toxinas tipo B se caracterizan por la fusion de un anillo ciclopen-
tanona a un anillo lactona de la estructura cumarina, mientras las toxinas
G contienen un anillo lactona fusionado, en lugar del anillo ciclopentanona

(Figura 1).

Figura 1. Estructuras de las principales aflatoxinas

Aflatoxna G2

Aflatosdna M4
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La nomenclatura B y G hace referencia a sus propiedades fisico—quimi-
cas, ya que las de tipo B presentan fluorescencia azul (blue) y las de tipo G
fluorescencia verde (green) cuando se las observa bajo luz ultravioleta a 365
nm (Murphy et al., 2006).

Estas micotoxinas son conocidas por los efectos perjudiciales que provo-
can en la salud humana y animal tales como: carcinogénesis, mutagénesis,

terotogénesis e inmunosupresion.

De todas ellas, la aflatoxina B, es la mas potente carcinohepatica conoci-
da en mamiferos (Villa & Markaki, 2009).

El enzima citocromo P-450 convierte la AFB, en un 8,9-epoxido (Figura 2)
muy reactivo capaz de unirse covalentemente al ADN, al ARN y a las protei-
nas, produciendo la inhibicion de la sintesis de proteinas y del metabolismo
de carbohidratos y de lipidos (Murphy et al., 2006).

Figura 2. Estructura de la aflatoxina AFB, y de su epoxido

O o °
2 O
o o) s
| |_> H © | JK
; — DA
So-~o \ 1
OCH, o o— -
3
Aflatoxina B, AFB, 8,9 epéxido

Se han detectado como contaminantes naturales de gran numero de pro-
ductos agricolas: frutos de cascara arbéreos (almendras, avellanas, pista-
cho, nueces del Brasil, anacardos, nueces), cacahuetes, higos, especias,
granos de cacao, semillas oleaginosas, frutas desecadas, cereales: maiz y
arroz y en productos lacteos como el queso y el yogurt (Prieto-Simoén et al.,
2007).
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1.5.2. Ocratoxinas

Las ocratoxinas son metabolitos secundarios producidos por varias espe-

cies de hongos Aspergillus y Penicilium.

Quimicamente se trata de derivados de 3-4-dihidrocumarina unidos con
un enlace amida a un grupo amino de la L-B-fenil alanina (estructura fenila-

lanina-cumarina) (Tabla 3).

Tabla 3. Estructuras de las ocratoxinas

Ocratoxinas R R’
Ocratoxina A H cl
Ocratoxina B H H
Ocratoxina C C,H, Cl
Ester metilico de Ocratoxina A CH, Cl
Ester metilico de Ocratoxina B CH, H

La mas frecuente es la Ocratoxina A (OTA) y también la mas téxica. En
Italia se registré un caso de insuficiencia renal aguda por inhalacién de OTA
en un granero que habia permanecido cerrado durante dos afos y, debido
a la similitud de las lesiones funcionales y morfoldgicas con las nefropaticas

porcinas provocadas por la OTA, se sugirié que esta micotoxina fue el agen-
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te causal (Peraica et al., 1999).

En los seres humanos se ha relacionado con la etiologia de la nefro-
patia endémica de los Balcanes (BEN), una enfermedad renal crénica de-
generativa asociada con una alta incidencia de tumores del tracto urinario
(Kuiper-Goodman et al., 2010). En animales tiene efectos nefrotdxicos, in-
munotoxicos y cancerigenos, siendo los principales 6rganos diana para su

toxicidad los rifiones y el higado (Coronel et al., 2009).

La OTA se encuentra presente principalmente en cereales, uva, café, es-
pecias y cacao. En cereales es producida principalmente por P. verrucosum
y en la uva, café y cacao se asocia con la presencia de A. carbonarius
(Amezqueta et al., 2009). En las bebidas alcohdlicas, generalmente el vino
tinto presenta un mayor contenido de OTA que el vino rosado y blanco (Ba-
ttilani et al., 2006). También se detecta OTA en todo tipo de productos de
origen animal alimentados con piensos contaminados con esta micotoxina:
queso, carne, etc. Aunque esta ampliamente distribuida en productos de
todo el mundo, las principales regiones afectadas son las europeas y, para

algunos alimentos, las africanas (Murphy et al., 2006).
1.5.3. Micotoxinas Fusarium

1.5.3.1. Zearalenona: ZEA

Micotoxina estrogénica no esteroidea biosintetizada a través de una via
polipéptica por una variedad de hongos del género Fusarium en zonas tem-
pladas y en paises calidos (Zinedine, et al., 2007a). Es una lactona derivada
del acido B-resorcilico (Figura 3). En los mamiferos es metabolizada a nivel
hepatico a a y B zearalenol. Afecta a una amplia variedad de cereales: trigo,
maiz, sorgo, cebada (Kumar et al., 2008) simultdneamente con otras mico-

toxinas como los tricotecenos.
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La zearalenona se produce normalmente en la pre-cosecha, pero puede
originarse bajo condiciones inadecuadas de almacenamiento como en el

caso de ambientes con alto contenido de humedad.

Esta micotoxina y sus derivados tiene efectos estrogénicos y anabdlicos
en mamiferos, es disruptora endocrina y causa problemas reproductivos en

animales (Panini et al, 2010).

Figura 3. Estructura de zearalenona y sus metabolitos

Zearalenona a - Zearalenol : B-Zearalenol
(ZEA) (a-ZOL) (B-ZOL)

1.5.3.2. Tricotecenos

Los tricotecenos constituyen una familia de mas de sesenta metabolitos
de estructura sesquiterpénica producidas por hongos del género Fusarium.
Todas las micotoxinas de este grupo tienen pequefos pesos moleculares, la
misma estructura base de anillo, y un grupo tipico 12,13-epoxido (He et al.,
2010) (Tabla 4).

Los tricotecenos se dividen en cuatro grupos (A-D) de acuerdo con los
sustituyentes funcionales de sus estructuras (Tabla 4), siendo los grupos Ay
B los mas importantes por estar presentes de manera natural en cantidades

significativas en los piensos.
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Tabla 4. Estructuras de algunos tricotecenos

TIPOS | R, R, R, R, R,
T-2 OH OAc OAc H -OCOCH,CH(CH,),
HT-2 OH OH OAc H -OCOCH,CH(CH,),
DON OH H OH OH =0
NIV OH OH OH OH =0

Dentro del grupo A los tricotecenos mas comunes son: toxina T-2, toxina
HT-2 y dentro del tipo B se encuentran el deoxinivalenol (DON) conocida
como vomitoxina y el nivalenol (NIV). En general, las micotoxinas del grupo

A son mas toxicas que las del grupo B (EFSA, 2010b).

Se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo, afectando princi-
palmente a los cereales y sus subproductos. DON es uno de los mas comu-
nes contaminantes del trigo y el maiz (Lattanzio et al., 2009). Mientras que
en la avena no procesada se aprecia un alta incidencia y concentracion de
T-2 y HT-2, seguida de la cebada (EFSA, 2010b).

Los tricotecenos pueden afectar a la salud animal y humana debido a sus
multiples efectos en la célula eucariota, incluyendo inhibicion de la sintesis
de proteinas (Murphy et al., 2006), de la sintesis de ADN, ARN, inhibicién
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de la funcion mitocondrial y efectos en la division celular y funciones de las

membranas (Rocha et al., 2005).

1.5.3.3. Fumonisinas

Las fumonisinas fueron descubiertas y caracterizadas en 1988. Hasta la
fecha se han identificado 28 tipos de fumonisinas. Estas micotoxinas son
producidas por especies de Fusarium entre otras por F. verticilliodes. Dentro
de este grupo las mas abundantes son las Fumonisinas B1 (FB1) (Burger et
al., 2010). La FB1 presenta un estructura de diester de acido propano -1, 2,

3- tricarboxilico (Figura 4).

Figura 4. Estructura de la Fumonisina B1 (FB1)
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Las FB1 constituyen alrededor del 70-80% del contenido total de las fu-
monisinas, las fumonisinas B2 representan el 15 a 25% de las fumonisi-
nas totales, mientras que la fumonisina B3 representa el 3.8% (Karbancio-
glu-Guler & Heperkan, 2009).

Es el patégeno mas conocido de los cereales. Crecen fundamentalmen-
te en el maiz, pero las fumonisinas también se han encontrado en trigo,
cebada, arroz, sorgo, cerveza, esparragos, té negro y plantas medicinales
(Karbancioglu-Guler & Heperkan, 2009).

Las fumonisinas interfieren en el metabolismo de los esfingolipidos y se
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sospecha que estan implicadas en el cancer esofagico en humanos, infor-
mandose de efectos carcindgenos en roedores (JECFA, 2001a). En los ani-
males de granja la FB1 causa leucoencefalomalacia equina y edema pul-
monar porcina, observandose toxicidad hepatica y renal en varias especies,

incluyendo ovejas, ratas, pollos, pavos y patos (Tardieu et al., 2008).

1.5.3.4. Patulina

La patulina (PAT) es un metabolito téxico producido por varias especies
de Penicillium, Aspergillus y Byssochlamys. Penicillium y Aspergillus son
consideradas como las principales especies responsables de la produccién
de la micotoxina en etapas del pre-procesamiento de la fruta (pre-cosecha
y post-cosecha). Algunas especies de Byssochlamys pueden ser aceptadas
como productoras potenciales de las micotoxinas en las etapas posteriores
a la pasteurizacion, debido a su capacidad para sobrevivir al tratamiento

térmico aplicado comunmente a los zumos de fruta (Sant’Ana et al., 2008).

El Penicillium expansum es el contaminante mas importante de frutos
danados, comunmente identificado como el “hongo azul de la putrefaccion”;
causa la podredumbre de almacenamiento mas comun de las manzanas e
invaden no soélo fruta, sino también otros alimentos como las verduras, ba-

yas, pan y productos carnicos.

Para humanos la mayor fuente potencial de PAT son las manzanas y el
zumo de manzana obtenido de fruta afectada. La PAT tiene una potente
actividad antibidtica contra bacterias, puede causar hemorragias y edema.
También puede danar el sistema inmune y producir neurotoxicidad (Muri-
llo-Arbizu et al., 2009).

La estructura de la PAT se aprecia en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura de la patulina
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1.6. TOXICIDAD

Los efectos téxicos de micotoxinas son variables dependiendo del tipo de
micotoxinas (estructura quimica, biodisponibilidad), de la concentracién en
el alimento, del sinergismo entre las micotoxinas presentes, de la cantidad
de alimento consumido y del tiempo de exposicion: continuidad o intermi-
tencia en la ingestion, de la especie, edad, sexo y de la vulnerabilidad del
individuo afectado (Ruiz et al. 2011a, 2011b).

Las micotoxinas pueden tener efectos agudos y crénicos sobre la salud
animal y de los seres humanos. Pueden afectar a numerosos érganos y sis-
temas, en particular al higado, los rifiones, al sistema nervioso, al sistema

endocrino y al sistema inmunitario.

La exposicion aguda esta relacionada con el consumo de altos niveles de
micotoxinas en periodos relativamente cortos. La ingestién elevada de mico-
toxinas puede provocar en deterioro de la salud, pero el riesgo a sufrir una
intoxicacién aguda por micotoxinas en el hombre suele ser bajo o moderado

en relacion con otro tipo de intoxicaciones.

En la Tabla 5 se presentan los efectos toxicos agudos y crénicos produ-

cidos por las micotoxinas.
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Tabla 5. Efectos téxicos producidos por las micotoxinas

Micotoxinas

Toxicidad aguda

Toxicidad crénica

Aflatoxinas

Pérdida de peso, hepatitis toxica,
ictericia, fotosensibilidad, diarrea
e incluso muerte (Peraica et al.,
1999)

En humanos/animales: Carcinoma
hepatocelular (HCC), mutagénica,
teratogénica e inmunosupresion
(Villa & Markaki, 2009)

Ocratoxinas

En animales: Nefrotoxicidad

En _humanos: Anorexia, pérdida
de peso, poliuria, polidipsia, he-
morragias digestivas, deshidrata-
cion (Lopez de Cerain, 2000)

En animales: Teratogénica, nefro-
téxica, genotoxicas, inmunosupre-
sion, mutagénica (Prieto-Simoén et
al., 2007)

En humanos: Nefropatia endémica
en los Balcanes (BEN), carcinogé-
nica e inmunosupresiéon (Kumar et
al., 2008)

Zearalenona

Estrogenicos y anabolicos (Pani-
ni et al., 2010)

En animales: Vaginitis, esterilidad,
infertilidad, abortos, hiperestroge-
nica, genotoxica (Prieto-Simén et
al., 2007)

En humanos: cancer cervical (Zine-
dine & Maries, 2009).

Deoxinivalenol

Anorexia, émesis (Pestka, 2010)

En animales: Necrosis, teratogéni-
ca, inmunosupresion (Prieto-Simon
et al., 2007)

En humanos: Alteracion del siste-
ma inmunoldgico, sindrome ano-
réxico (Castillo et al., 2008)

Toxina T-2

Nauseas, vomitos, irritacion fa-
ringea, dolor abdominal, dia-
rreas. (Zinedine & Mafiez, 2009)

En animales: Necrosis, inmunosu-
presion, inhibicion sintesis del ADN
y proteinas

(Ruiz et al., 2001b)

En humanos: Aleucia toxica ali-
mentaria (ATA), vomitos, dermato-
xica, hemorragias

(McKean et al., 2006)

Fumonisinas

Alteraciones gastrointestinales:
dolor abdominal, borborigmos
(Zinedine & Mariez, 2009)

En animales: Leucoencefalomala-
cia equina (Tardieu et al., 2008),
edema pulmonar porcina, lesiones
hepaticas, fibrosis, carcinoma hep-
tocelular, hipercolesterolemia

En humanos: cancer esofagico
(Prieto-Simon et al., 2007)
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Tabla 5. Efectos téxicos producidos por las micotoxinas

Micotoxinas Toxicidad aguda Toxicidad crénica

Agitacion, convulsiones, conges- | En animales: neurotdxica, inmuno-
tién pulmonar, edema, hiperemia, | téxica (Murillo-Arbizu et al., 2009)
distension del tracto gastrointes- | En humanos: genotéxica, neuroto-
tinal, hemorragias intestinal y | xica, inmunotdxica, inmunosupre-
degeneracion de las células del | sidn, tertogénica (Sant’Ana et al.,
epitelio (Sant’Ana et al., 2008) 2008)

Patulina

La toxicidad cronica de muchas micotoxinas, que resulta de la exposicion
a bajas concentraciones durante periodos prolongados, es la forma mas
frecuente de toxicidad y suscita mayor preocupacion que la toxicidad aguda,
debido a que algunas de las micotoxinas han sido clasificadas como cance-
rigenas o posibles cancerigenos por la Agencia Internacional de Investiga-
cion sobre el Cancer (IARC). La clasificacion de la micotoxinas en funcién

del poder cancerigeno se recoge en Tabla 6.

Ademas, el impacto de una ingesta regular de bajos niveles de micotoxi-
nas en la salud humana supone dafios en el crecimiento y desarrollo, disfun-
cion en el sistema inmune y enfermedades resultantes de alteraciones en el
metabolismo del ADN (Bryden, 2007).

Existen evidencias de que las micotoxinas pueden ser inmunotéxicas,
ejercer efectos en la respuesta celular, factores humorales y en los media-
dores citogénicos del sistema inmune. Y como consecuencia de esta inmu-
nosupresion pueden causar un incremento de la susceptibilidad a enferme-

dades infecciosas (Bryden, 2007).

Asi mismo, hay que tener en cuenta que el comportamiento de las mi-
cotoxinas al combinarse puede alterarse. Sedmikova et al. (2001) encontré

que la OTA puede aumentar la mutagenicidad de la AF B1 en el caso de su
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concurrencia simultanea en el mismo sustrato. Ruiz et al. (2011b) observa-

ron sinergismo entre tricotecenos.

Tabla 6. Clasificacion de las micotoxinas segun la IARC (2010)

. . Evidencia de carcinogenicidad Clasificacion
Micotoxinas )
Humana Animal IARC
Aflatoxina B, S S 1
Aflatoxina M, I S 2B
Fumonisina B1 | S 2B
Ocratoxina A | S 2B
Patulina ND | 3
Zearalenona, | | 3
Deoxinivalenol, Nivalenol
Toxina T-2 ND L 3

S: evidencia suficiente, |: evidencia insuficiente, ND: no datos, L: evidencia limitada.

Grupo 1: Cancerigeno en humanos.

Grupo 2A: Probablemente cancerigeno en humanos; Existe limitada evidencia sobre humanos pero su-
ficiente con animales.

Grupo 2B: Posiblemente cancerigeno; la evidencia en humanos es limitada y tampoco hay suficiente
evidencia con animales de experimentacion.

Grupo 3: No clasificado como cancerigeno humano y no puede incluirse en otro grupo.

Grupo 4: Probablemente no cancerigeno en humanos y no puede incluirse en otro grupo.

1.7. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL ESTABLECIMIENTO DE
LA NORMATIVA DE MICOTOXINAS

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas en 1960, en numerosos pai-
ses se han establecido regulaciones para proteger a los consumidores de
los efectos dafiinos de las micotoxinas. Varios factores, tanto de naturaleza
cientifica como socio-econdmicos, juegan un papel en el proceso de toma
decisiones para establecer reglamentaciones sobre micotoxinas. Entre ellos
destacan (FAO, 2004):
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e Evaluacion del riesgo.

e Disponibilidad de datos de distribucién de las micotoxinas en el pro-

ducto y procedimientos de muestreo.

¢ Disponibilidad de métodos analisis.

Politica econdmica y disponibilidad de alimentos.

1.7.1. Evaluacion del riesgo

El Analisis de Riesgos es una forma metodoldgica de evaluar riesgos
asociados a la presencia de peligros en los alimentos, para facilitar la adop-
cion de decisiones en materia de gestion de riesgos y su comunicacion.
Consta de un proceso integrado por varias fases, cuyo objetivo es determi-
nar la naturaleza de un riesgo, expresarlo en términos cualitativos o cuan-
titativos y establecer las medidas adecuadas para minimizarlo o limitarlo a
un nivel aceptable (Sherif et al., 2009). Las fases que integran este proceso
son (FAO/ WHO, 2006):

e Evaluacion de riesgos (ER): procedimiento cientifico que estima la

probabilidad de que ocurra un riesgo.

e (Gestion de Riesgos: proceso por el cual las autoridades compe-

tentes, basandose en los resultados de la fase anterior, eligen las
opciones mas adecuadas para disminuir los riesgos, aplican dichas
medidas (incluidas las legislativas) y se lleva a cabo el seguimiento
de las mismas. En esta fase se determina la importancia del riesgo
estimado, se comparan los costes de su reduccion frente a los bene-
ficios sociales de correr dichos riesgos y se lleva adelante el proceso

politico e institucional para reducir dicho riesgo.

e Comunicacién de Riesgos: proceso interactivo de intercambio de
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informacién entre la evaluacion, la gestion y el resto de las partes

implicadas.

Entendemos por “peligro”: todo agente bioldgico, quimico o fisico presen-
te en un alimento o un pienso o toda condicién bioldgica, quimica o fisica de
un alimento o de un pienso que pueda causar un efecto perjudicial para la
salud y por “riesgo”: la probabilidad de que se produzca un efecto adverso
y de la magnitud de ese efecto, como consecuencia de la presencia de un

peligro o peligros en los alimentos.

La ER es la primera de las fases del Andlisis de Riesgos, se basa en he-
chos cientificos para, de una forma sistematica, estimar la probabilidad de
que ocurra un efecto adverso y la gravedad del mismo sobre el ser humano
o sobre el medio ambiente como consecuencia de la exposicién a un agente
causal. Esta metodologia se desarrollé en EEUU en las décadas 70-80 y se
utilizé por primera vez para establecer niveles tolerables o aceptables de
una sustancia. Se incorpora en la UE con la Directiva 93/67/CEE de la Co-
mision de 20 de julio de 1993 por la que se fijan los principios de evaluacion

del riesgo, para el ser humano y el medio ambiente.

La evaluacion del riesgo consta de los siguientes pasos: identificaciéon de
los peligros, caracterizacion de los peligros, evaluacion de la exposicion y

caracterizacion de los riesgos.

1. Identificacién del peligro: Identificacion de los agentes que produz-

can efectos perjudiciales sobre la salud y que puedan estar presen-

tes en un alimento.

2. Caracterizacion del peligro: Evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de

la naturaleza de los efectos nocivos asociados a agentes bioldgicos,

quimicos vy fisicos que pueden estar presentes en los alimentos.
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3. Evaluacion de la exposicién: Evaluacion cualitativa y/o cuantitativa
de la ingestién probable de agentes a través de los alimentos asi
como, en caso necesario, de las exposiciones que derivan de otras

fuentes y vias de exposicion.

4. Caracterizacion del riesgo: Estimacion cualitativa y/o cuantitativa de

la probabilidad de que se produzcan efectos nocivos y de su grave-

dad en una poblacién determinada.

La evaluacion del riesgo, trasladada a las micotoxinas, podria definirse
como una herramienta de prediccion cuantitativa de los efectos nocivos so-
bre la salud humana causados por las micotoxinas. Trata de identificar y
estimar la probabilidad de que la exposicién a micotoxinas produzca efectos

NocCivos.

1. Identificacion de los peligros

“Determinacion de los agentes biolégicos, quimicos y fisicos que pueden causar
efectos nocivos para la salud y que pueden estar presentes en un determinado ali-

mento o grupo de alimentos”.

El objetivo de esta etapa consiste en la identificacion de los posibles efec-
tos adversos en la salud humana asociados a la exposicion de micotoxinas,
la probabilidad de aparicion de tales efectos y la certidumbre o incertidumbre
asociada a las mismas. Es decir, determinar si las micotoxinas son toxicas.
Esta etapa supone una evaluacion de la probabilidad “cualitativa” de apari-
cion del efecto en las poblaciones expuestas. Se trata de establecer si hay
suficientes evidencias para considerar la micotoxina como la causa del efec-

to adverso para la salud.

Para identificar los peligros es necesario un analisis adecuado de la in-

formacion cientifica obtenida en bases de datos apropiadas y publicaciones,
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tanto de los estudios toxicolégicos en animales, de los estudios epidemio-
I6gicos, de ensayos in vitro y de los estudios cuantitativos de la relacion
estructura-actividad (FAO/OMS, 1995). En los casos en que se disponga
de datos epidemioldgicos, se tomara en consideracion la variabilidad de la
susceptibilidad humana, la predisposicion genética, la susceptibilidad rela-
cionada con la edad y con el sexo y los efectos de factores tales como el

nivel socioecondémico, el estado nutricional y otras posibles influencias.

2. Caracterizacion del factor de peligro

“Evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de la naturaleza de los efectos nocivos
para la salud relacionados con agentes biolégicos, quimicos y fisicos que pueden

estar presentes en los alimentos”.

El propdsito de esta etapa es proporcionar una descripcion de la grave-
dad y duracién de los efectos adversos que pueden resultar de la ingestion
del peligro. Es decir, determinar como es de téxica la micotoxina. Si es po-
sible obtener los datos necesarios, debera efectuarse una evaluacion de
la relacion dosis-respuesta: determinacion de la relacion entre la magnitud
de la exposicion (dosis) de las micotoxinas y de la gravedad y/o frecuencia
de los efectos nocivos para la salud con ella/ellas relacionados (respuesta)
(Elika, 2005).

Los parametros de medida de la relacion entre la dosis y la respuesta son
diferentes para los efectos toxicos con nivel de umbral y para los carecen
de dicho nivel. En los efectos no carcindégenos se calcula niveles seguros
de exposicion basados en el umbral de toxicidad observado en los estu-
dios epidemiolégicos. Para determinar el umbral de la relacién entre dosis
y respuesta es necesario identificar el “nivel sin efectos adversos observa-
ble” (NOAEL: Non observed adverse effect level) o “minimo nivel con efecto

adverso observable” (LOAEL: Lowest observed adverse effect level). En el

28



1. Introduccién

caso de los carcindgenos, actualmente, los organismos responsables de la
inocuidad de los alimentos distinguen dos tipos de agentes carcindgenos:
genotoxicos y no genotoxicos. Los carcindgenos genotoxicos se definen
como productos quimicos que actuan sobre el material genético pudiendo
causar alteraciones genéticas, directa o indirectamente, en las células dia-
na. Los agentes “carcindgenos no genotdxicos” por si mismos no pueden
producir mutaciones, pero actuan, a nivel extragenético en fases posteriores
del proceso cancerigeno, sobre las células ya «iniciadas» por otros carcino-
genos u otros procesos, dando lugar presumiblemente a una mayor prolife-
racion celular y/o a una hiperfuncién/disfuncion sostenida de los elementos
diana (FAO/OMS, 1995).

Las micotoxinas tienen un amplio espectro de efectos toxicolégicos y pue-
den afectar a muchos procesos celulares (apartado 1.5.1.). Esta diversidad
de efectos biolégicos exige una evaluacién caso por caso y puede requerir

una variedad de técnicas de extrapolacion.

Algunas micotoxinas pueden causar efectos en el desarrollo, incluyendo
defectos de nacimiento y afectar al sistema inmunolégico, otras presentan
actividad hormonal o son neurotoxicas. También pueden provocar alteracion
del sistema gastrointestinal, irritacion de la piel y efectos hematoldgicos. Se

consideran micotoxinas no cancerigenas (apartado 1.5.1).

Determinadas micotoxinas parecen tener propiedades carcinogénicas
(Tabla 6), originar, promover y contribuir a la progresion del tumor, tal como
se refleja en los resultados de la patologia tumoral y pruebas de genotoxici-
dad. Se ha supuesto que no existe un umbral para el proceso de iniciacion.
Se tratan de micotoxinas carcinogénicas genotéxicas. Otras micotoxinas pa-
recen ejercer una actividad predominantemente de promocion tumoral, un

modo de accién para la que se presume que existe un umbral. Son las mico-
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toxinas carcinogénicas no genotoxicas. Bajo la caracterizacion del peligro,
estos tipos de sustancias cancerigenas son tratados de manera diferente,
teniendo un impacto en como se determinan los niveles de seguridad. Sin
embargo, la distincién entre los dos grupos de agentes carcinégenos no

siempre esta clara.

Por ello, en aquellas micotoxinas que presentan nivel umbral y basando-
nos en el conocimiento de su mecanismo de accién y modo de accion, se
establecen valores de NOAEL y factores de incertidumbre y a partir de estos
la “ingesta diaria provisional tolerable” (IDPT, del inglés provisional tolerable
daily intake) para buscar la dosis segura en el hombre. No obstante, en
aquellas micotoxinas con nivel umbral, pero que producen efectos toxicos
significativos e irreversibles, o en las que no se dispone de datos suficientes
sobre su toxicidad, se aplican otros factores modificadores. En el caso de
micotoxinas genotdxicas (sin umbral) no se determinan la IDTP y, dado que
no se permite su presencia en los alimentos, se utilizan modelos matemati-

cos para evaluar la relacion dosis respuesta (Soriano et al., 2007).

3. Evaluacion de la exposicidn

“Evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de la ingestion probable de agentes biol6-
gicos, quimicos y fisicos a través de los alimentos asi como, en caso necesario, de

las exposiciones que derivan de otras fuentes”.

En esta etapa se evalla la exposicion considerando quien esta expuesto,
a qué cantidad de micotoxina se expone, durante cuanto tiempo y con qué

frecuencia.

En la evaluacion de la exposicidon se deben combinar los datos sobre con-
sumo de alimentos con los de concentracion de las micotoxinas en dichos

alimentos y, por tanto, es necesario considerar los siguientes factores: con-
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taminacion inicial de la materia prima, diferencias regionales, estacionalidad
de la produccion, nivel de control de la higiene y el tipo de procesado de los
alimentos. Se necesita informacion sobre patrones de consumo, tamafio de
las raciones tipicas, tasas anuales o semanales de consumo, circunstancias
en las que el alimento es preparado y consumido, diferencias culturales, so-
cioecondémicas, étnicas, regionales, factores estacidnales, comportamientos

y preferencias de los consumidores (Elika, 2005).

Las determinaciones de la exposicién alimentaria debe abarcar a la po-
blacion general y también a grupos vulnerables o en los que se prevé una
exposicion significativamente diferente de la poblacion general (por ejemplo:

lactantes, nifios, embarazadas, ancianos, vegetarianos).

La informacién sobre concentraciones de micotoxinas en alimentos se
obtienen de la medicién de las concentraciones en los alimentos tal como
se consumen, para lo que se exigen planes de muestreo y métodos anali-
ticos convalidados. Se puede proceder al analisis de grupos de alimentos
o analisis de alimentos individuales (muestras individuales o compuestas).
La informacion sobre consumo de alimentos se puede obtener de datos de
disponibilidad de alimentos, que incluyen las cantidades de alimentos para
consumo humano provenientes de las estadisticas nacionales de produc-
cion o utilizacién de alimentos (FAO/WHO, 2009).

La evaluacion de la exposicion a veces también se basa en la medicion
de marcadores biologicos en los seres humanos (suero, orina, leche mater-

na).

4. Caracterizacion del riesgo

“Es una estimacion cualitativa y cuantitativa de la probabilidad de que se pro-

duzcan un efecto adverso para la salud en la poblacién como consecuencia de la
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exposicion.”

El resultado de la caracterizacién de los riesgos es una estimacion de la
probabilidad de aparicion de efectos adversos para la salud en la poblacién
como consecuencia de la exposicion. La caracterizacion de los riesgos se
lleva a cabo teniendo en cuenta los resultados de la identificacion de los

peligros, la caracterizacion de los peligros y la evaluacién de la exposicion.

La medida del riesgo se expresa como la probabilidad de que el efecto
ocurra sobre la salud, en efectos toxicos sin nivel umbral, o como indices de
riesgo o margenes de seguridad para los efectos toxicos con nivel de umbral

(no cancerigenos).

En la caracterizacion del riesgo deben utilizarse métodos rapidos y eco-
noémicos para eliminar sustancias peligrosas. Segun la estrategia de minimi-
zacion del riesgo, para hacer los calculos de riesgo y determinar los niveles
de riesgo aceptables se utilizan una serie de herramientas como: la IDPT;
ISPT, NOAEL, LOAEL, DRf, CRf, IDA, margen de seguridad y margen de

exposicion.

Una segunda fase del analisis de riesgo es la gestion del riesgo. En lo
que respecta a las micotoxinas, hay una variedad de opciones de gestion de
riesgo que ayudan a garantizar un suministro de alimentos inocuos, pero to-
das ellas se pueden agrupar en dos: la fijacion de los limites reglamentarios

y medidas de control.

La ultima fase que integra el analisis de riesgos, la comunicacién de ries-
go, definida como el intercambio interactivo de informacion y opiniones entre
evaluadores, gestores y otras partes interesadas (como pueden ser consu-
midores, empresas alimentarias, comunidad académica, etc.), es la clave

para que todo el proceso culmine con éxito.
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1.7.2. Disponibilidad de datos de distribucion de las micotoxinas en los

alimentos y métodos de muestreo

Las micotoxinas, salvo excepciones, se encuentran distribuidas de una

forma muy heterogénea en los alimentos.

El muestreo tiene un papel fundamental en la precision de la determina-

cion del contenido de micotoxinas.

El Reglamento (CE) n°® 401/2006 de la Comision, de 23 de Febrero de
2006, establece los métodos de muestreo y de analisis para el control oficial
del contenido de micotoxinas en los productos alimenticios y se modifica por
el Reglamento (UE) n° 178/2010 de la Comision, de 2 de marzo de 2010, en
lo que respecta a los cacahuetes y otras semillas oleaginosas, a los frutos de

cascara arboreos, a los huesos de albaricoque, al regaliz y al aceite vegetal.

La distribucién de las micotoxinas en un lote es muy heterogénea, sobre
todo en los lotes de productos alimenticios con tamafno grande de particula.
Por lo que, con objeto de obtener la misma representatividad, en el caso de
los lotes de productos alimenticios con tamafo grande de particula, el peso
de la muestra global deberia ser superior al peso de la muestra global de

los lotes de productos alimenticios con tamafio mas pequefio de particula.

Dado que la distribucion de micotoxinas en productos transformados es
normalmente mas homogénea que en los productos no transformados, el
muestreo sera mas sencillo para los productos transformados (Reglamento
(CE) n°401/2006).

Para efectuar un correcto muestreo es necesario adoptar las siguientes

medidas recogidas en el Reglamento (CE) n° 401/2006:

o La toma de muestras sera efectuada por una persona autorizada y

cualificada, evitando toda alteracion que pueda afectar al contenido
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de micotoxinas y que puede influir de manera adversa en la deter-
minacién analitica o invalidar la representatividad de las muestras
globales y que puede afectar a la seguridad alimentaria de los lotes

que seran objeto de muestreo.

e Se tomaran muestras elementales en distintos puntos del lote o su-

blote obteniendo, por agrupacién de las mismas, la muestra global.

e Las muestras se colocaran en recipientes limpios, de material inerte,
que ofrezcan una proteccion adecuada contra la contaminacion vy el

deterioro que pudiera resultar del transporte.

e Se tomaran las precauciones necesarias para evitar cualquier modi-
ficacion de la composicién de la muestra que pudiera ocurrir durante

el transporte o el almacenamiento.

¢ Cada muestra se identificara adecuadamente indicando: producto,
destino del producto, identificacion del lote, peso del lote, el lugar y

la fecha del muestreo.

El método de muestreo podra aplicarse a las distintas formas en que se
comercialicen los productos: a granel, en contenedores o en envases indivi-
duales como: sacos, bolsas o envases para la venta al por menor. Cuando
no sea posible aplicar los métodos de muestreo contemplados en la norma-
tiva podra utilizarse métodos alternativos siempre que sean representativos

y estén descritos y documentados.

En las Tablas 7-12 se recogen métodos de muestreos de cereales, frutos
secos Y frutas desecadas, higos secos, especias, leche y productos lacteos,
café, derivados de la raiz de regaliz, zumos de fruta, productos sélidos a

base de manzana, aceites vegetales y alimentacion infantil.
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Tabla 7. Subdivision de los lotes en sublotes en funcion del producto y del peso del
lote (Reglamento 401/2006)

Peso Peso
Peso lotes | Peso/n® | N° muestras | muestra
Producto muestra
(Toneladas) | de lotes | elementales | global
elemental
(Kg)
Cereales v bro- 2 1550 500T 100 10
s g’a’:;e ol 100 | 7300y <1500 | 3 sublotes 100 10
Coroalon 9 > 50y < 300 100 T 100 10
<50 | - 3-100* 1-10
Frutas deseca- 100 ar 215 15-30T 100 10
das, uvas pasas 9 <15 | - 10 -100* 1-10
. 215 15-30T 100 30
Higos secos 300 gr <15 | e 10 -100* <130
Cacahuetes,
semillas oleagi- =500 100 T 100 20
nosas, huesos 200 ar > 125y <500 | 5 sublotes 100 20
de albaricoque 9 >15y <125 25T 100 20
y frutos cascara <15 | - 10 - 100* <20
arboéreos
. 215 25T 100 10
Especias 100 gr <15 - 5-100* 0510
L/Kg
Leche y produc- -~ (granel) 3-5 1 I/1Kg
tos lacteos 1 Kg <50envases | - 3 1
50-500 env. 5 1
> 500 env. 10
Café, y deriva- S
. 215 100 10
dosd_eralzde 100 gr <15 15-30T 10 - 100* 1-10
regaliz
Botellas de zumo < 50 litros 3 1
de fruta, mosto, 11. De 50 - 500 5 1
sidra > 500 10 1
< 50 litros 1 1
Botellas de vino 11 De 50 - 500 2 1
> 500 3 1

35



1. Introduccién

Tabla 7. Subdivision de los lotes en sublotes en funcion del producto y del peso del
lote (Reglamento 401/2006)

la lactantes y ni-
fos de corta edad

Peso Peso
Peso lotes | Peso/n° | N° muestras | muestra
Producto muestra
(Toneladas) | de lotes | elementales | global
elemental K
(Kg)
ot soes <soko : 1
zana v zumo de 1Kg De 50 - 500 5 1
y > 500 10 1
manzana
= 1550 500T 3 1
Aceites vegetales > 300 < 1500 | 3 sublotes 3 1
a granel 100 gr =50 <300 100 T 3 1
<50 | - 3 1
. <50 Kg 3
hoelte vegetal en De 50 - 500 5
> 500 10
Alimentacion  in-
fantil y al. a base
de cereales para 100 | | - 10-100 10

*En funcién del peso del lote véase Tablas 8-12, N°: nimero, env.: envases.

Tabla 8. Numero de muestras elementales que deben tomarse en funcion del peso

del lote de cereales (lotes < 50 T) (Reglamento 401/2006)

Peso lote (T) N° de muestras elementales | Peso muestra global (Kg)
<0,05 3 1
>0,05-<0,5 5 1
>0,5-<1 10 1
>1-<3 20 2
>3-<10 40 4
>10 - < 20 60 6
>20-<50 100 10
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Tabla 9. Numero de muestras elementales que deben tomarse en funcion del peso
del lote en frutos secos, café tostado en grano, molido, soluble, raiz de regaliz y
extracto de regaliz (lotes < 15 T) (Reglamento 401/2006)

Peso lote (T) N° de muestras elementales | Peso muestra global (Kg)

<0,1 10 1

>0,1-<0,2 15 1,5
>0,2-<0,5 20 2
>05-<1 30 3
>1-<2 40 4
>20-<5 60 6
>5-<10 80 8
>10-<15 100 10

Tabla 10. Numero de muestras elementales que deben tomarse en funcién del peso

del lote en higos secos (lotes < 15 T) (Reglamento 401/2006)

Peso lote (T) N° muestras Peso muestl;a N° muestr_as

elementales global (Kg) laboratorio
<0,1 10 3 1
>0,1-<0,2 15 4,5 1
>0,2-<0,5 20 6 1
>0,5-<1 30 9 (< 12Kg) 1
>1-<2 40 12 2
>2,0-<5 60 18 (< 24Kg) 2
>5-<10 80 24 3
>10-<15 100 30 3

* Si el producto esta envasado para la venta al por menor el peso de la muestra global podria variar.
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Tabla 11. Numero de muestras elementales que deben tomarse en funcién del peso
del lote de cacahuetes, semillas oleaginosas, hueso de albaricoque y frutos de céas-
cara arboreos (lotes< 15 T). (Reglamento 401/2006)

Peso lote (T) N° muestras Peso muestra N° muestras

elementales global (Kg) laboratorio
<01 10 2 1
>0,1-<0,2 15 3 ]
>0,2-<0,5 20 4 1
>0,5-<1 30 6 1
>1o=2 40 8 (< 12) 1
>2,0-<5 60 12Kg 2
>5-<10 80 16 5
>10 - <15 100 20 9

Tabla 12. Numero de muestras elementales que deben tomarse en funcion del peso
del lote en especias (lotes < 15 T) (Reglamento 401/2006)

Peso lote (T) N° muestras Peso muestra global
elementales (Kg)
<0,01 5 05
>0,01-<0,1 10 y
>0,1-<0,2 15 15
>0,2-<0,5 20 2
>10,5-<1 30 3
>1,0-<2,0 40 4
>2,0-<5 60 6
>5-<10 80 8
>10-<15 100 10
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En dos estados miembros: Espana y Alemania, debido a su legislacion
nacional adicional en lo que se refiere a los derechos del operador, que
no es revocada por el Reglamento (CE) n° 401/2006, se establece que las
muestras de la defensa y la referencia tienen que ser tomadas en presencia
del operador, incluso en el caso de muestreo para analisis de las aflatoxinas
el Reglamento (CE) n°® 401/2006 prevé esa posibilidad. Si este es el caso,
entonces debe ser aplicado el procedimiento de muestreo 2 x (n° de mues-
tras elementales x peso de muestra elemental) para la muestra oficial mas la
de defensa, o0 3 x (n° de muestras elementales x peso de muestra elemental)
para las muestras oficiales mas la defensa mas la muestra de referencia,
dando lugar a dos o tres muestras globales de diferentes pesos, en funcién
del peso y tamafo de muestras elementales. Cada muestra global debe ser
sometida a una mezcla previa y posterior division en 2 6 3 sub-muestras que
son sometidas a homogeneizacion y division para obtener las muestras de
control, defensa y, en su caso, de referencia. El procedimiento de homoge-
neizacién puede dar lugar a una mezcla que esta sujeta a la degradacion
microbiana, por ello es conveniente que las muestras de laboratorio homo-
geneizadas y las muestras tomadas de la muestra homogeneizada sean
almacenadas y transportadas de manera que no se produzca contaminacion

ni crecimiento microbiano (EFSA, 2010a).
1.7.3. Analisis de micotoxinas

1.7.3.1. Analisis de muestras

Los métodos de determinacion y cuantificaciéon de micotoxinas se han ido
modificando a lo largo de los afios, asi como los procedimientos de extrac-
cion y purificacion. Debido a la variedad de las estructuras de estas toxinas

es imposible utilizar una técnica estandar para su analisis y/ o deteccion o
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control. En la seleccién de un método para el analisis de micotoxinas es
necesario considerar el propdésito para el cual se necesitan los resultados, la
matriz que se va analizar, el limite de deteccion requerido, la experiencia y

la infraestructura disponible.

Las técnicas utilizadas deben ser exactas, precisas, reproducibles, facil-
mente aplicables en la rutina de los laboratorios y, en la medida de lo posi-

ble, econdmicas.

Para el control oficial e implementacion de los reglamentos de micoto-
xinas han sido validados numerosos métodos oficiales, mediante estudios
de colaboracién interlaboratorios, llevados a cabo bajo el control de orga-
nismos internacionales como la AOAC Internacional (Association of Official
Analytical Chemits). Al mismo tiempo, el Comité Europeo de Normalizacion
(CEN) ha publicado los criterios para el método de analisis de micotoxinas
(Shephard, 2008).

Para analizar una muestra son necesarias las siguientes etapas:
a) Preparacion de la muestra.
b) Extraccion/Purificacién/Concentracion.

¢) Cuantificacion/ Confirmacion.

a) Preparacion de la muestra

Las micotoxinas se encuentran distribuidas de manera heterogénea en
los alimentos, por ello la matriz debe someterse a un proceso de homo-
genizacion consistente en una trituracion fina y en la mezcla cuidadosa de
cada submuestra o muestra de laboratorio. Se recomienda el proceso de
trituracion y homogenizacion en mojado, que suele conducir a una pasta

mas homogénea que la que se puede obtenerse en seco. Por regla general
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se realiza mediante homogenizadores de cuchilla de alta velocidad o con

agitadores de vaivén.

Las micotoxinas estan presentes naturalmente en cantidades de pg/Kg a
mg/Kg en una amplia gama de diversas y complejas matrices de alimentos,

de las cuales deben ser extraidas.

b)_Extraccion/Purificacion/Concentracion

La extraccion se lleva a cabo con disolventes de polaridad variable: me-
tanol, acetona, diclorometano solos o combinados a veces con agua y/ o
pequefas cantidades de acidos. La seleccién del método de extraccion de-
pende de la estructura de la micotoxina y la matriz de donde se va extraer
(Turner et al., 2009), y dado que con la primera extraccion se arrastran nu-
merosos compuestos interferentes, es necesario llevar a cabo algun tipo de

purificaciéon o limpieza (clean-up).
Las principales técnicas de extraccion- purificaciéon son:
b.1 Extraccion liquido-liquido (ELL).
b.2 Extraccion en fase sdlida (EFS).
b.3 Extraccion asistida por microondas (EAM)

b.4 Extraccién liquida presurizada (ELP)

b.1 Extraccion liguido-liquido (ELL)

Se utiliza principalmente para alimentos liquidos donde se realiza conjun-
tamente la extraccion y la purificacion. Consiste en aprovechar la diferente
solubilidad de la toxina en la fase acuosa y en la fase inmiscible organica
para extraer el compuesto en un disolvente, dejando el resto de la matriz
en la otra. El procedimiento es eficaz para varias toxinas. Sin embargo esta

técnica es muy poco especifica, requiere mucho tiempo, utiliza grandes vo-
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lumenes de solventes organicos y puede generar problemas de contami-
nacion del material de laboratorio con las posibles pérdidas de muestra por
adsorcion en el material de vidrio (Shephard, 2008). Ademas, es dificil de

automatizar.

b.2 Extraccién en fase sdlida (EFS)

La EFS es, con mucho, la técnica mas popular usada en analisis de rutina
de las micotoxinas. Esta técnica consiste en extraer las micotoxinas disuel-
tas en una matriz a través de un soporte sélido previamente acondicionado
donde quedan retenidas y posteriormente se eluyen al adicionar el disolven-
te y se concentran. La eleccién de la fase solida depende de la polaridad de

las micotoxinas y del tipo de matriz.

Supone ciertas ventajas en comparacion con a ELL, como por ejemplo
que utiliza mucho menos solvente y es mas rapida en la operacion. Ademas
de la limpieza de la muestra, también se puede utilizar para pre-concentrar
la muestra, proporcionando mejores resultados en la deteccién. Esta técnica
presenta un amplio uso y es una parte integral de la extraccién de muchos
protocolos de deteccion (Turner et al., 2009). Esta técnica se ha utilizado
en la extracciéon y limpieza de las muestras de micotoxinas: OTA en vino
(Chiodini et al., 2006, Fabiani et al., 2010), OTA en salsa de soja (Blesa et
al., 2004) y OTA en cereales (Gonzalez et al., 2006).

Dentro de la extraccion en fase sélida encontramos distintos tipos de ex-

traccion:
b.2.1 Extraccién en fase solida convencional.
b.2.2 Dispersion de matriz en fase sdlida.

b.2.3 Microextraccion en fase sélida.
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b.2.4 Con columnas de intercambio i6nico.

b.2.5 Extraccion con columnas de inmunoafinidad (CIA).

b.2.1 Extraccion en fase soélida convencional

Esta técnica consiste en extraer las micotoxinas disueltas en una matriz
acuosa al atravesar un soporte sélido localizado en un cartucho de EFS
previamente acondicionado. EI mecanismo general de esta purificacion es
la adsorcion fisica de la toxina, posteriormente se efectian procedimientos
de lavado del cartucho para retirar las impurezas que sean posibles sin pér-
dida de la sustancia analizada y finalmente la completa elucion del analito
del cartucho de EFS. Los materiales de relleno son en su mayoria a base de
particulas de silice (Shephard, 2009).

b.2.2 Dispersion de matriz en fase solida (DMFS)

Se dispersa la muestra a analizar en una fase soélida comercial como
octadecilsilice (C18), octilsilice (C8), etc. hasta conseguir una muestra ho-
mogénea que se introduce en una columna de vidrio a la que se le puede
afiadir una fase solida de diferente polaridad para purificar simultaneamente
la muestra. Las micotoxinas se eluyen de la dispersion utilizando diferentes
disolventes organicos. La dispersion de la matriz en fase sélida permite si-
multanear la extraccion y limpieza. Esta técnica ha sido aplicada en Rubert
et al. (2012) en la multi-determinacién de micotoxinas en alimentacién infan-
til.

b.2.3 Microextraccion en fase soélida (MEFS)

La microextraccion en fase solida consiste en la absorcion de las micoto-
xinas sobre una fase absorbente emplazada en el extremo de un microjerin-

guilla modificada, las cuales se desorben posteriormente en un inyector de
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gases o de liquidos. La principal ventaja de esta técnica es que no se utilizan
disolventes y no requiere mano de obra, pero necesita tiempos largos; es
reproducible pero no necesariamente cuantitativa y para cada alimento debe

estudiarse los efectos de la matriz.

La MEFS ha sido utilizada para la deteccion de OTA en grano de café
verde utilizando polidimetilsiloxanodivinilbencen (PDMS/DVB), interconec-
tado con cromatografia liquida con deteccion por fluorescencia (CL-DF) en
Vatinno et al. (2008) y también se ha aplicado en la determinacion de OTA

en muestras de vino en Aresta et al. (2006).
b.2.4 Extraccion con columnas de intercambio ionico (Cll)

Los procesos de intercambio idnico se basan en el equilibrio de intercam-
bio entre los iones de una disolucion y los iones del mismo signo que estan
en la superficie de un sdlido de elevada masa molecular y esencialmente
insoluble. Los rellenos de columna estan formados generalmente de parti-
culas grandes (30 a 40 uym) esféricas no porosas. Sobre la superficie de las
esferas se deposita una capa delgada y porosa de silice recubierta con una
resina sintética de intercambio idnico. Los sitios activos mas comunes de
intercambiadores cationicos son los grupos sulfénico —~SO,-H (acido fuerte)
y carboxilico -COO-H (acido débil). Los intercambiadores aniénicos con-
tienen grupos amino terciario N (CH,),+OH (base fuerte) o grupos amino

primarios —NH,+OH (base débil).

Esta técnica se emplea cuando la micotoxina se encuentra en forma ioni-
zada (por ejemplo fumonisinas y OTA) y para ello tiene un papel importante
la regulacién del pH del medio. La retencion se basa en atraccién electros-
tatica de un grupo funcional con carga de la toxina con un grupo cargado
de la superficie de silice de relleno de columna. Otros componentes del

extracto, con la misma carga que la toxina, pueden interferir en la adsorcion,

44



1. Introduccién

reduciendo la selectividad de la columna. Para la elucion de la toxina se ha
de romper la union analito-columna mediante la adicion de una solucién
i6nica fuerte o por la alteracion del pH. Esta técnica ha sido utilizada para
deteccién de las FB1 y FB2 en muestras fisioldgicas y también en productos

a base de maiz (Marina Martins et al., 2008).
b.2.5 Extraccién con columnas de inmunoafinidad (CIA)

La CIA contiene anticuerpos anti-micotoxinas, que estan inmovilizados en
un soporte solido como el gel de agarosa en tampén fosfato, todo ello esta
situado en un cartucho de plastico. Las micotoxinas se unen especificamen-
te a los anticuerpos presentes en la columna, mientras que los restos de los
compuestos no pueden hacerlo. Mediante un liquido de lavado se eliminan
las posibles impurezas y por ultimo un disolvente que pasa a través de la
columna, desnaturaliza el anticuerpo permitiendo la elucion de las micotoxi-
nas (Zheng et al., 2006). La principal ventaja de esta técnica es su elevada
especificidad, requiere extractos iniciales pocos limpios, ofrece altas recupe-
raciones y pureza de los extractos. Como desventajas encontramos su alto
precio, no son reciclables y resulta necesario que se desarrollen anticuerpos
para una toxina determinada. Actualmente han sido combinados diferentes
anticuerpos en una sola columna permitiendo la extraccién y purificaciéon
simultanea de mas de una micotoxina con una sola muestra (Shephard,
2009).

En el mercado se comercializan columnas de inmunoafinidad especificas
para las diferentes micotoxinas, que se emplean en tandem con otras co-
lumnas para garantizar la limpieza de una variedad de matrices. Estas co-
lumnas han sido utilizadas por Blesa et al. (2004) para determinar OTA salsa
de soja y en la extraccion de tricotecenos en matrices de maiz (Lattanzio et
al., 2009).
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b.3 Extraccion asistida por microondas (EAM)

Esta técnica se basa en la absorcion de la energia de microondas por el
disolvente y la muestra, produciéndose un incremento de la temperatura que
facilita la difusion de los compuestos desde la matriz al disolvente (Pallaroni
& Von Holst, 2003).

La EAM se puede utilizar para extraccion simultanea de varias muestras
con buena recuperacion del analito, en menos tiempo que la extraccion por
agitacion. Esta técnica ha sido desarrollada para la extraccion de la zeara-
lenona en trigo y maiz seguido de cromatografia liquida (CL) con detector
de masas (EM) y con ionizacién quimica a presion atmosférica (IQPA) (Pa-
llaroni et al., 2002).

b.4 Extraccién liquida presurizada (ELP)

La ELP consiste en incluir una muestra sdélida en una celda de extraccion
y su posterior cerrado. La celda se llena con un disolvente de extraccion.
Bajo condiciones estaticas (tiempo estatico), el disolvente se somete, en la
celda, bajo condiciones de temperatura y presion constantes por periodos
cortos de tiempo (5-10 min); este paso es también denominado un ciclo.
Esto permite el contacto entre el solvente y la muestra para la extraccion
eficiente. Cuando ha terminado el ciclo se hace pasar solvente limpio a tra-
vés de la celda y el gas comprimido se utiliza para purgar el extracto de la

muestra de la celda en un recipiente de recoleccion.

Es posible una extraccion rapida gracias al uso de altas temperaturas
y presiones para mantener el disolvente en estado liquido. Esto mejora la
eficiencia en comparacion con extracciones a temperatura ambiente y pre-
sion atmosférica (Juan et al., 2005). La ELP presenta como ventajas un

tiempo de extraccion corto, el uso de bajo volumen de disolvente (ecolégico)
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y su alto nivel de automatizacion. Ademas este método permite la extrac-
cion de los analitos sin purificacion, reducir las pérdidas de analito durante
la manipulacion de la muestra y los costes de material y de mano de obra.
Recientemente, la ELP se ha utilizado para determinar micotoxinas en los
alimentos, OTA en cereales para el desayuno y papillas infantiles (Zinedine
et al., 2010a), la determinacién de zearalenona en harina (Pérez-Torrado et
al., 2010), fumonisinas en los alimentos infantiles a base de maiz (D’Arco et
al., 2008) y las aflatoxinas B,, B,, G, y G, en los frutos secos (Carnpone et
al., 2009).

c¢) Cuantificacion/ Confirmacién

Para la cuantificacion y confirmacién de micotoxinas se utilizan gene-
ralmente técnicas cromatograficas, como la cromatografia liquida (CL) y la

cromatografia de gas (CG) acopladas a diferentes detectores.

c.1. Electroforesis capilar (EC)

La EC se basa en la migracion de las moléculas polares en un capilar en
cuyo interior fluye una disolucion tampdn cuando se le aplica una corriente
eléctrica. La migracion de un ion depende de la carga/tamano; el tamafo
depende del peso molecular, de la estructura tridimensional y del grado de

solvatacion.

Las dos versiones mas ampliamente utilizadas de esta técnica son la
electroforesis capilar de zona (ECZ) que utiliza un tampon simple y la croma-
tografia electrocinética micelar (MECK) en la que se afade un tampdn tenso
activo que forma micelas. La MECK es la mas usada en determinacion de
micotoxinas. Las aflatoxinas se han pre-concentrado en muestras de arroz
con MECK para su posterior deteccion con laser con fluorescencia inducida

(Arroyo-Manzanares et al., 2010). Murillo-Arbizu et al. (2009) determinaron
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patulina en zumo. Gonzalez-Pefas et al. (2006) determinaron OTA con EC

con detector de diodos.

Este método es sensible y rapido y evita los inconvenientes de la deriva-
cién requerida en otras técnicas, también supone un ahorro de disolventes.
Pero una de las principales limitaciones de esta técnica es el hecho de que
no se pueden alcanzar bajos limites de deteccién debido a la pequefia can-
tidad de muestra que puede ser introducida en el capilar. La introduccion del
laser para la deteccion combinado con la derivatizacion de la micotoxinas ha

permitido bajar estos limites de deteccion.

Por ejemplo el método de EC-laser fluorescencia inducida es capaz de
detectar ZEA en maiz hasta limites de 5ug/Kg por adicion de una ciclodextri-
na que mejora la fluorescencia natural de la zearalenona (Maragos & Appell,
2007).

c.2. Cromatografia gaseosa (CG)

La CG es una técnica de deteccién basada en la separacion de compues-

tos en funcién de su volatilidad y su afinidad por la fase estacionaria.

Esta técnica se ha desarrollado poco en el campo de las micotoxinas
debido a que la mayoria no son volatiles (hay que derivatizarlas) y como
consecuencia de la gran implantacion de otras técnicas alternativas. Para
derivatizar las micotoxinas se emplean reacciones quimicas tales como sili-
lacion o polifluoroacilacion con el fin de obtener un material volatil. (Turner et
al., 2009). Normalmente, el sistema esta vinculado a otros detectores como
la EM.

El principal grupo de toxinas analizadas por CG son los tricotecenos por-
que: carecen de propiedades fluorescentes, no absorben en la banda de

UV y presentan facilidad para formar trimetilsilil o heptafluorobutiril que son
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derivados volatiles (Lattanzio et al., 2009).

La CG presenta como principales inconvenientes que las muestras que
deben ser analizadas han de ser volatiles y que ocasionalmente se pueden
producir perdidas de muestra, por vaporizacion, cuando entra en contacto

con las zonas calientes de la inyeccion.

c.3. Cromatografia liquida (CL)

La CL es un de las técnicas mas ampliamente utilizadas en el analisis de
micotoxinas. La primera publicacion sobre aplicacion de CL en el analisis de
estos contaminantes data del 1973 (Rao & Anders, 1973). Entre las ventajas
mas importantes que presenta esta técnica se encuentra la posibilidad de
separar sustancias termolabiles, no volatiles, polares y apolares con acep-
table resolucion entre sustancias quimicamente similares de manera rapida

y reproducible.

Se distinguen dos tipos de CL: de fase normal y de fase reversa, en am-
bas la fase estacionaria se soporta sobre particulas de silice o aluminio de
3,5 0 10 ym. En fase normal, la fase estacionaria es polar (grupos ciano,
amino y diol) y la fase mévil no polar (hexano o iso-propileter). En la fase
reversa, la fase estacionaria es no polary la fase movil polar (agua, metanol,
o acetonitrilo). En fase normal, el componente menos polar es el que eluye

primero y en fase inversa el componente mas polar es el primero en eluir.

Actualmente, aunque las mezclas de aflatoxinas se pueden separar con
columnas de fase normal, las columnas en fase reversa han sustituido a las

primeras.

Los detectores utilizados en micotoxinas son: UV, fluorescencia y otras
técnicas como la EM. La deteccién con UV ha sido universalmente aplicada.

Micotoxinas como la patulina (maxima longitud de onda de 276 nm), deoxi-
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nivalenol (maxima longitud de onda de 219 nm) y moniliformina (longitud de
onda maximo de 229 nm), han sido cuantificados con UV. Sin embargo, el
detector de UV es poco selectivo dado que muchas moléculas absorben a
la mima longitud de onda que las micotoxinas. Con fluorescencia se mide la
luz emitida, y no la absorbida como en el caso de UV, permitiendo alcanzar
limites de deteccion mas bajos y ademas el niumero de interferencias es
menor. No obstante, a pesar de que este detector es mas selectivo, solo es
aplicable a aquellas micotoxinas que poseen fluorescencia natural o que se
han sufrido un derivatizacién. Zinedine et al, (2010a) analizaron OTA en ce-
reales para el desayuno y papillas infantiles con ELP y la CL con deteccién

por fluorescencia.

En los ultimos afos se han producido importantes mejoras en el acopla-
miento CL/EM dando como resultado la disponibilidad de nuevas metodolo-
gias para el analisis rutinario de micotoxinas. CL-EM proporciona un método
de deteccion independiente de la formacion de derivados quimicos o de la

absorcion de UV o de propiedades fluorescencia de la molécula.

El uso de la ionizacién a presion atmosférica (IPA), las técnicas de elec-
trospray o electronebulizacién (ESI) e APCI, junto con los analizadores de

masas cuadrupolar permiten analisis cualitativos y cuantitativos con CL-EM.

Silva et al. (2009) presentaron un estudio comparativo de los tres detec-
tores: fluorescencia (FD), EM, EM/EM con analizador triple cuadruplo (QqQ)
para el analisis de las fumonisinas en los alimentos a base de maiz por CL,
observando que CL-EM/EM proporcionaba mayor sensibilidad en compara-
cion con los otros detectores y que era una técnica mas precisa y exacta.
Ademas los cromatogramas CL-FD presentaban picos de interferencia y era

necesaria la derivatizacion del extracto antes del analisis.

D’Arco et al. (2008) proponen el uso de ELP antes de la inyeccién en
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sistema de CL-ESI-EM/EM con un QqQ como procedimiento para el analisis
de trazas de las FB1, FB2 y FB3 en comida para bebés a base de maiz, sin
necesidad de pasos de limpieza, considerando este método, no solo una
técnica que aporta informacion estructural, facilita identificacion del com-
puesto y cuantificacion de analitos, sino un procedimiento sencillo, rapido de

analisis de estas micotoxinas y con un bajo consumo de disolvente.

Actualmente la CL-EM/EM es la técnica de eleccion en la determinacion
simultanea de grupos de micotoxinas, debido a su versatilidad, la especifi-
cidad y selectividad (Rubert ef al., 2012). El método Sulyok et al. (2006) de
CL-EM/EM para la determinacién de 39 micotoxinas fue mejorado por Ber-
thiller et al. (2007) permitiendo la deteccion y cuantificacién de cerca de 90

micotoxinas y algunos metabolitos de origen natural.

Romagnoli et al. (2010) determinaron simultaneamente el deoxinivalenol,
zearalenona, T-2 y las toxinas HT-2 en cereales para el desayuno y comida
para bebés con CIA combinadas con CL y EM/EM, consiguiendo una alta se-
lectividad, limites bajos de deteccion y la separacién de una amplia gama de

moléculas con diferentes propiedades fisico-quimicas en una Unica prueba.

En el estudio presentado por Mahnine et al. (2011) se identificaron y
cuantificaron micotoxinas emergentes por cromatografia con deteccién de

diodos (DAD). Las muestras positivas fueron confirmadas por CL-EM/EM.

1.7.3.2. Técnicas de exploracion o screening

Los métodos analisis rapidos deben ser baratos, faciles de usar y de
transportar. Deben permitir determinar la efectividad de las medidas adop-
tadas en seguridad alimentaria, reduciendo el coste y el tiempo empleado.
Son métodos que proporcionan resultados cualitativos y semicuantitativos y

se recomiendan para realizar muestreos.
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1.7.3.2.1. Inmunoensayos

a._ Enzima inmunoensayo (ELISA)

La técnica ELISA se utiliza comunmente en el analisis de micotoxinas y
se basas en la reaccion antigeno-anticuerpo; pueden ser competitiva directa
o indirecta (Shephard, 2008). Ambas presentan sus ventajas y sus inconve-
nientes, pero la indirecta es mas econdémica y generalmente mas es sensi-
ble (Turner et al., 2009).

Actualmente en el mercado existen kits de ELISA cuyas principales ven-
tajas son los bajos requerimientos de volumen de muestra, la rapidez, sim-
plicidad, especificidad, sensibilidad y que son portéatiles, permitiendo su uso
en el campo para la deteccion de micotoxinas en alimentos y piensos. Uno
de los inconvenientes es el efecto matriz, compuestos similares pueden in-
teractuar con los anticuerpos, lo que provoca subestimaciones y sobreesti-

maciones de las micotoxinas (Zheng et al., 2006).

b._Inmunoensayo basados en Membrana

b.1. Inmunoensayo del Flujo a través

Se basa en el principio de ELISA competitivo directo. La superficie de la
membrana esta recubierta por anticuerpos anti-micotoxinas. Las micotoxi-
nas y el conjugado micotoxina-enzima compiten por sitios de union del anti-
cuerpo. Este método es rapido, facil de usar y es adecuado para las pruebas
de micotoxinas en el campo, no requiere equipo ni personal cualificado para
su aplicacion. La principal desventaja es que los resultados obtenidos son

semi-cuantitativos (Zheng et al., 2006).

b.2. Dispositivo de flujo lateral (DFL)

La aplicacion de la prueba inmunocromatografica o prueba de flujo lateral
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en el analisis de micotoxinas es muy reciente. En esta prueba los reactivos
fluyen longitudinalmente a través de la membrana en lugar de perpendicu-
larmente a la membrana. El DFL esta disponible para la mayoria de las prin-
cipales micotoxinas como las aflatoxinas, fumonisinas, DON, OTA, toxina
T-2, y ZEN (Maragos & Busman, 2010).

Es una técnica facil, muy rapida, pero solo puede ofrecer resultados se-
micuantitativos, por lo que la concentracién de micotoxinas exacta debe ser

confirmada por un método de referencia (Zheng et al., 2006).

b.3. Inmunoensayo de polarizacién por fluorescencia (IPF)

El IFP esta basado en la competencia por anticuerpos especificos de
micotoxinas entre las micotoxinas presentes en la muestra estudiada y las
micotoxinas conjugadas con marcador de fluoresceina. La polarizacién, que
es una medida de la orientacion de la emision de fluorescencia, es inversa-
mente proporcional a la concentracion micotoxinas libres presentes. Esta
técnica no requiere un paso de lavado y no requieren la espera de una reac-
cion enzimatica para el desarrollo del color. Esta técnica ha sido desarrolla-

da para la mayoria de micotoxinas (Maragos & Busman, 2010).

El' IPF combinado con la EFS de purificacién se ha utilizado para la detec-
cion de la OTA en el vino tinto, proporcionando una herramienta util, rapida y

menos costosa que otros inmunoensayos (Zezza et al., 2009).

1.7.3.2.2. Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo de analisis formado por
un elemento de reconocimiento bioldgico (tejido, células, acido nucleico,
enzima, anticuerpo, receptor, etc.) o biomimético (polimeros de impresién
molecular (PIMs), aptameros) asociado a un sistema de transducciéon que

permite detectar y procesar la sefial producida por la interaccién entre el
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elemento de reconocimiento y el analito. Como resultado de esta unién se
produce la variacién de las propiedades fisico-quimicas, eléctricas u opticas,
entre otras, que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta
del elemento de reconocimiento en una sefal electronica indicativa de la
presencia del analito sometido a estudio y proporcional a su concentracion
en la muestra. Las caracteristicas fisicoquimicas del analito son determinan-
tes en la eleccién del material bioldgico/ biomimético, mientras que el tipo
de elemento de reconocimiento es el que determina el transductor. Estos
dispositivos pueden clasificarse atendiendo a las siguientes variables: tipo
de interaccion que se establece entre el elemento de reconocimiento y el
analito, método utilizado para detectar dicha interaccién, elemento de reco-

nocimiento y sistema de transduccion (Jiménez & Ledn, 2009).

a. Elementos de reconocimiento

Entre los principales elementos de reconocimiento encontramos senso-
res de bioafinidad: anticuerpo, acidos nucleicos, PIMs, acido nucleico pepti-

dico, aptamero, y sensores biocataliticos como los enzimas.

Los PIMs son matrices sintetizadas artificialmente con la propiedad de de
unirse selectivamente un compuesto quimico determinado. Esta propiedad
tiene su origen en el proceso de polimerizacidén que se realiza en presencia
de la especie quimica a reconocer, que hace de molde o plantilla (templa-
te) a escala molecular, modulando la propagacion de la cadena poliméri-
ca. Después de la polimerizacion se extrae la plantilla, mediante distintas
técnicas, dejando libres unos sitios de reconocimiento especificos a este
compuesto, de forma que al poner una muestra con ese compuesto en pre-
sencia del polimero, este puede unirse de manera selectiva a los sitios de

reconocimiento (Maragos, 2009).

Actualmente se utilizan plantillas con grupos funcionales y caracteristi-
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cas similares a las toxinas. Los PIMs se han utilizado en estudios de OTA
en los vinos tintos (Wei et al., 2007), en OTA en trigo (Yu & Lai, 2005) y
ZEA y a-zearalenol en cereales y pienso de la especie porcina (Urraca et
at., 2006). De Smet et al. (2010) desarrollaron por primera vez con éxito un
polimero impreso selectivo de la toxina T-2 como alternativa excelente para
la limpieza de las muestras de alimentos contaminados. El rendimiento del
PIMs era comparable con otras técnicas: polimero no impreso, columnas de
inmunoafinidad (CIA) y columnas OASIS ® HLB. Los PIMs, ademas de pre-
sentar mayor selectividad hacia la toxina T-2, permitian su utilizacién multi-

ple, reduciendo el coste y consiguiendo limites de deteccion bajos.

Por tanto, los PIMs, gracias a las ventajas que ofrecen de bajo coste,
robustez y estabilidad a lo largo de periodos de almacenamiento, suponen
una alternativa para la limpieza y pre concentracién de las muestras que
contienen micotoxinas. Y, al no sufrir de degradacioén y bioactividad, pueden
ser especialmente disefiados para integrarse en un dispositivo de deteccién
(Prieto-Simon et al., 2007).

b. Transductores

La naturaleza de la interaccion entre el elemento de reconocimiento y el
analito constituye el factor determinante para la seleccion del sistema de
transduccién. Entre los sistemas de transducciéon mas frecuentes estan los

Opticos y piezoeléctricos.
b.1. Transductor Optico

Los transductores opticos se basan en la medicion de las variaciones
que se producen en las propiedades de la luz como consecuencia de la in-
teraccion fisica o quimica entre el analito a detectar y el elemento bioldgico
de reconocimiento del biosensor. Los transductores que tienen propiedades

Opticas son muy variados, entre estos destacan los sensores de fibra optica,
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sensores de resonancia de plasmones y sensores de onda evanescente
(Jiménez & Ledn, 2009).

b.1.1. Sensor de fibra dptica

Consiste en una fibra éptica en uno de cuyos extremos se inmoviliza el
elemento de reconocimiento, que puede ser de tipo biocatalitico o de bioa-
finidad (anticuerpos), y en el otro el elemento de deteccién. Es necesaria la
utilizacion de marcadores que pueden ser indicadores opticamente activos,
como los colorantes sensibles al pH, a las moléculas fluorescentes y, en me-
nor medida, moléculas bio o quimioluminiscentes. Como consecuencia de la
interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento se produce un
cambio detectable en el marcador que se propaga por la fibra éptica hacia
el detector. Las ventajas de este método son: una alta especificidad, moni-
toreo en tiempo real, sin embargo, la técnica puede tener limitaciones en la
sensibilidad (Zheng et al., 2006).

b.1.2. Sensor resonancia de plasmones superficiales (RPS)

Los plasmones son oscilaciones colectivas de los electrones de conduc-
cion de un metal (oro o plata) ante la exposicién a un haz de luz polarizada
y la medicion del angulo de resonancia. La union de los analitos al elemento
de reconocimiento supone un cambio de indice de refracciéon sobre la su-
perficie del metal y, como consecuencia, un desplazamiento del angulo de
resonancia. Este angulo de resonancia es proporcional a la concentracion

del analito (Jiménez & Leon, 2009).

Esta técnica se ha desarrollado para el analisis de AFB, y permite deter-
minacion de niveles bajos como 0,6 pg/ml de AFM, en la leche (Wang et al.,
2009). También se han detectado diferentes micotoxinas simultaneamente:
la AFB1, ZEA, OTA, FB1 y DON (Van der Gaag et al., 2003).
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Entre las ventajas de este método se encuentran: alta sensibilidad, re-
utilizacion del chip de metal, la necesidad de volumen muy pequefio de la
muestra y facilidad de usar (Prieto-Simon et al., 2007). Y como desventaja

se encuentra el alto coste de los equipos (Maragos & Busman, 2010).

1.8. LEGISLACION ACTUAL

Afinal del afo 2003, aproximadamente 100 paises (cubriendo aproxima-
damente el 85% de la poblacién del mundo) tenian regulaciones especificas
o directrices detalladas para las micotoxinas en alimentos (Van Egmond et
al., 2007).

1.8.1. Legislaciéon relativa a los niveles maximos de micotoxinas en

productos alimenticios

Actualmente en la UE existen las siguientes disposiciones de directa apli-
cacion donde se recogen los niveles maximos admitidos para cada tipo de
micotoxina: Reglamento (CE) n°® 1881/2006 de la Comision, de 19 de Di-
ciembre de 2006, por el que se fija el contenido maximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios. Modificado por el Reglamento
(UE) n°® 1126/2007,de la Comisién, de 28 de Septiembre de 2007, que modi-
fica el Reglamento (CE) n° 1881/2006 por el que se fija el contenido maximo
de determinados contaminantes en los productos alimenticios por lo que
se refiere a las toxinas de Fusarium en el maiz y los productos del maiz. El
Reglamento (UE) n°® 105/2010 de la Comision, de 5 de febrero de 2010, que
modifica el Reglamento (CE) n° 1881/2006, por el que se fija el contenido
maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios por
lo que se refiere a la OTA. El Reglamento (UE) n° 165/2010 de la Comision,
de 26 de febrero de 2010, que modifica el Reglamento (CE) n°® 1886/2006

en lo que respecta a las aflatoxinas. El Reglamento (UE) n° 594/2012 de
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la Comisién, de 5 julio de 2012, por el que se modifica el Reglamento (CE)
n® 1886/2006 en lo concerniente a los contenidos maximos de los conta-
minantes OTA, PCBs no similares a dioxinas y melamina en los productos
alimenticios. Y el Reglamento (UE) n°® 1058/2012 de la Comisién de 12 de
noviembre de 2012 por el que se modifica el Reglamento (CE) n® 1881/2006
en lo que respecta al contenido maximo de aflatoxinas en los higos secos.
Este Reglamento incluye en la seccion 2 de su anexo el contenido maximo
de las micotoxinas: Aflatoxinas, OTA, PAT, DON, ZEA y Fumonisina.

1.8.1.1. Niveles de aflatoxinas en alimentacion humana

El Reglamento (CE) n° 1881/2006 ha sido modificado por Reglamento
(UE) 165/2010 de la Comision de 26 de febrero de 2010 y por el Reglamento
(UE) n° 1058/2012, fijando el contenido maximo de aflatoxinas en nuevos

alimentos de consumo humano:

¢ Semillas oleaginosas.

e Frutos de cascara arboéreos: donde distingue tres grupos:
- Almendras, pistachos y huesos de albaricoque.
- Avellana y nueces del Brasil.
- Otros: anacardo, nuez y pacanas.

e Frutos secos de suelo: cacahuetes.

e Frutas pasas y otras frutas desecadas.

e Higos secos.

e Arroz.

La principal modificacion, recogida en la Tabla 13, supone un aumen-

to del contenido maximo permitido para aflatoxinas; la legislacién es mas
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permisiva tanto en Aflatoxina B1 como en aflatoxinas totales, permitiendo
contenidos mas elevados en productos no destinados al consumo humano
directo o utilizados como ingrediente de producto alimenticios que en pro-

ductos destinados al consumidor final.

Tabla 13. Contenidos maximos de aflatoxinas en productos alimenticios (ug/Kg)

Contenidos maximos
(ng/kg)

Aflatoxinas B,| £B,B,G,G, | M

Cacahuetes y otras semillas oleaginosas que vayan a so-
meterse a un proceso de seleccién u otro tratamiento fisico
antes del consumo humano directo o de su utilizacion como
1 |ingredientes de productos alimenticios, con la excepcion | 8 15 -
de:

los cacahuetes y otras semillas oleaginosas que vayan a
molerse para la produccién de aceite vegetal refinado.

Productos alimenticios

Almendras, pistachos y huesos de albaricoque que vayan a
2 someterse a un proceso de seleccion, u otro tratamiento fi- 12
sico, antes del consumo humano directo o de su utilizacion
como ingredientes de productos alimenticios.

15

Avellanas y nueces del Brasil que vayan a someterse a
3 un proceso de seleccién u otro tratamiento fisico antes del 8 15
consumo humano directo o de su utilizacion como ingre-
dientes de productos alimenticios.

Frutos de cascara arbéreos, salvo los indicados en los pun-
tos 2 y 3, que vayan a someterse a un proceso de selec-
4 | cion u otro tratamiento fisico antes del consumo humano | 5 10 -—-
directo o de su utilizacion como ingredientes de productos
alimenticios

Cacahuetes y otras semillas oleaginosas y sus productos
transformados destinados al consumo humano directo o a
5 | utilizarse como ingredientes en los productos alimenticios, | 2 4 -
con la excepcidn de aceites vegetales crudos destinados a
ser refinados y aceites vegetales refinados.

Almendras, pistachos y huesos de albaricoque destinados
6 | al consumo humano directo o a utilizarse como ingredien- [ 8 10 -
tes de productos alimenticios

Avellanas y nueces del Brasil destinadas al consumo hu-
7 | mano directo o a utilizarse como ingredientes de productos | 5 10 -
alimenticios.

Frutos de cascara arboreos, distintos de los indicados en
los puntos 6 y 7, y sus productos transformados destinados
al consumo humano directo o a utilizarse como ingredien-
tes de productos alimenticios.
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Tabla 13. Contenidos maximos de aflatoxinas en productos alimenticios (ug/Kg)

Productos alimenticios

Contenidos maximos

(ng/kg)

Aflatoxinas

£B,B,G, G,

Frutas desecadas, distintas de los higos secos, destinadas
a ser sometidas a un proceso de seleccioén u otro tratamien-
to fisico, antes del consumo humano o de su uso como in-
gredientes de productos alimenticios

10

10

Frutas desecadas, distintas de los higos secos, y produc-
tos derivados de su transformacion, destinadas al consumo
humano directo o a ser usados como ingredientes en los
productos alimenticios.

1

Todos los cereales y todos los productos a base de cerea-
les, incluidos los productos de cereales transformados, sal-
vo los productos alimenticios indicados en los puntos 12,
15y 17

12

Maiz y arroz que vayan a someterse a un proceso de
seleccion u otro tratamiento fisico antes del consumo
humano directo o de su utilizacion como ingredientes de
productos alimenticios.

10

13

Leche cruda , leche tratada térmicamente y leche para la
fabricacion de productos lacteos.

0,05

14

Los siguientes tipos de especias: Capsicum spp. (frutas pa-
sas de dicho género, enteras o molidas, con inclusion de
los chiles, el chile en polvo, la cayena y el pimentdn) Piper
spp. (frutos de dicho género, con inclusién de la pimienta
blanca y negra) Myristica fragrans (nuez moscada) Zingiber
officinale (jengibre) Curcuma longa (circuma) Mezclas de
especias que contengan una o varias de estas especias.

10

15

Alimentos a base de cereales transformados y alimentos
para lactantes y nifios de corta edad

0,10

16

Preparados para lactantes y preparados de continuacion,
incluidas la leche para lactantes y la leche de continuacion.

0,025

17

Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales
dirigidos especificamente a los lactantes

0,025

18

Higos secos.

10
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En almendras, pistachos y huesos de albaricoque se establecen los nive-
les mas elevados en producto destinado a consumo directo (AFB, 8 ug/Kg y
AF 1.10 pg/Kg), seguido de los higos secos (AFB, 6 ug/Kg y AF t.10 ug/Kg)
y las avellanas y nueces del Brasil (AFB,: 5 ug/Kg y AFt 10 ug/Kg). Mientras
que los niveles mas restrictivos se establecen en cacahuetes, resto de frutos

de cascara y en frutas pasas (en todos ellos: AFB, 2 ug/Kg y AF t. 4 ug/Kg).

La Comision Técnica Cientifica de Contaminantes de la Cadena Alimen-
taria ha adoptado estos criterios en base a la informacién disponible en el
2007, considerando que dicho aumento tendra efectos minimos en la esti-
macioén sobre la exposicidon alimentaria, el riesgo de cancer y los margenes
de exposicion calculada. No obstante, la exposicion a las aflatoxinas debe
ser lo mas baja posible por su naturaleza genotéxica y cancerigena. Ade-
mas, se puede alcanzar una reduccién de la exposicidon alimentaria a afla-
toxinas disminuyendo el numero de alimentos contaminados que llegan al

mercado.

Se han legislado los niveles de las semillas oleaginosas y sus productos
derivados porque contribuyen en gran medida a la exposicion humana a las

aflatoxinas.

El arroz sin descascarillar suele tener contenidos de aflatoxinas ligera-
mente superiores a los contenidos maximos. Después de molerlo, proceso
que elimina la gluma, los contenidos de aflatoxinas del arroz blanco molido
son inferiores a los contenidos maximos establecidos. Por tanto, procede
establecer un contenido maximo de AFB, y un contenido maximo total de
aflatoxinas con respecto al arroz que vaya a someterse a un proceso de
seleccion o a otro tratamiento fisico antes del consumo humano directo o de

su utilizacion como ingrediente en productos alimenticios.
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1.8.1.2. Niveles de ocratoxinas en alimentacion humana

En la Tabla 14 se muestran los valores de OTA en los alimentos. Sobre la
base de la informacion disponible, no se considera necesario establecer un
contenido maximo de OTA en los frutos secos distintos de las uvas pasas, el
cacao y productos del cacao, los productos carnicos y vinos de licor, ya que
no contribuyen significativamente a la exposicion de la OTAy rara vez se ha
encontrado un contenido elevado de OTA en esos productos. En el caso del
café verde y de la cerveza, la presencia de OTA ya se controla en otra fase

mas adecuada de la cadena de produccion.

En especias y regaliz, en diversas ocasiones, se ha observado un conte-
nido muy elevado de OTA. Por ello, se ha considerado adecuado establecer
un contenido maximo para estos productos modificandose, en consecuen-
cia, el Reglamento (CE) n® 1881/2006, con el Reglamento (UE) n® 105/2010
y con el Reglamento (UE) n® 594/2012 de la Comisién, de 5 julio de 2012,
por el que se modifica el Reglamento (CE) n° 1886/2006, en lo concernien-
te a los contenidos maximos de la OTA, PCBs no similares a dioxinas y
melamina en los productos alimenticios, aplazandose la aplicacién del me-
nor contenido maximo en el caso del Capsicum ssp, permitiendo hasta el
31/12/2014 el valor de 30 pg/Kg y se ha afnadido el valor del gluten de trigo

destinado a la venta directa.

Tabla 14. Contenidos maximos de OTA en productos alimenticios (ug/kg)

Contenidos

Productos alimenticios ..
maximos (pg/kg)

1 Cereales no elaborados. 5

Todos los productos derivados de cereales no elaborados, incluidos
los productos transformados a base de cereales y los cereales des- 3
tinados al consumo humano directo a excepcion de los productos
alimenticios enumerados en los puntos 9, 10y 13.
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Tabla 14. Contenidos maximos de OTA en productos alimenticios (ug/kg)

Productos alimenticios

Contenidos
maximos (pg/kg

3 | Uvas pasas (pasas Corinto, sultanas y otras variedades de pasas). 10

4 Café tostado en grano y café tostado molido, excluido el café soluble. 5

5 | Café soluble (instantaneo). 10
Vino (incluidos los vinos espumosos y excluidos los vinos de licor

6 y los vinos con un grado alcohdélico minimo de 15% vol.) y vino de 2
frutas.

7 Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino y cocteles 2
aromatizados de productos vitivinicolas.

Zumo de uva, zumo de uva concentrado reconstituido, néctar de uva,

8 mosto de uva y mosto de uva concentrado reconstituido, destinados 2
al consumo humano directo.

Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para

9 ., 0,5
lactantes y nifios de corta edad.

10 Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales dirigidos 0.5
especificamente a los lactantes. ’
Especias incluidas las desecadas:

Piper spp (frutos de dicho género, con inclusién la pimienta blanca 15
y negra)
Myristica fragans (nuez moscada)

11 | Zingiber officinale (jengibre)

Curcuma longa (cdrcuma) 30 hasta
Capsicum spp (frutos de dicho género desecados, enteros o pulveri- [ 31.12.2014 y15a
zados incluidos ch_lles, chile en polvo la cayena y el pimentén) partir del 1.1.2015
Mezclas de especias. 15

Regaliz

12 | Raiz de regaliz ingrediente para infusiones 20
Extracto de regaliz para uso alimentario. 80

13 | Gluten de trigo no destinado a la venta directa al consumidor. 8

1.8.1.3. Niveles de patulina en alimentacion humana

En la Tabla 15 se muestran los contenidos permitidos de PAT segun el alimento.
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Tabla 15. Contenidos maximos de patulina en los productos alimenticios (ug/kg)

Contenidos maximos

Productos alimenticios
(ng/kg)

1 Zumo de fruta, zumos de frutas concentrados reconstituido y

néctar de frutas. 50

Productos sélidos elaborados a base de manzana incluidos la
2 | compota y el puré de manzana destinados al consumo directo 25
a excepcion de los productos alimenticios de los puntos 3,4.

Zumo de manzana y productos sdlidos elaborados a base de

3 manzanas, incluidos la compota y el puré de manzana, desti- 10
nados a lactantes y nifios de corta edad vendidos y etiquetados
como tales.

4 Alimentos infantiles distintos a los elaborados a base de cerea- 10
les para lactantes y nifios de corta edad.

5 Bebidas espirituosas, sidra y otras bebidas fermentadas elabo- 50

radas con manzana o que contengan zumo de manzana.

1.8.1.4. Niveles de toxinas Fusarium en alimentacién humana

Con el Reglamento (UE) n°® 1126/2007 se producen modificaciones en el
Reglamento 1881/2006 de caracter técnico. Este Reglamento afecta a las

micotoxinas de Fusarium: DON, ZEA y fumonisinas.

En las tablas 16-18 se observan los niveles maximos de dichas micotoxi-

nas en los distintos tipos de alimentos.

Se establece que el nivel maximo aplicado al maiz no transformado no
es de aplicacion a aquel maiz no elaborado destinado a su molienda por via
himeda (produccion de almidén), dado que existen datos cientificos de que
estas micotoxinas no se detectaron en el almidén de maiz, o solo a niveles

desdefables.

También se establecen diferentes limites maximos para las distintas frac-
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ciones de molienda de maiz en seco (mayores y menores de 500 micras)
debido a que los datos cientificos demuestran que las fracciones de menor
tamano de particula contienen un nivel mas elevado de micotoxinas de Fu-

sarium que las fracciones de mayor tamafo de particula.

Tabla n°® 16. Contenidos maximos de DON en productos alimenticios (ug/kg)

Contenidos maximos

Productos alimenticios
(ng/kg)

1 Cereales no elaborados que no sean trigo duro, avena y
maiz.

1250

2 | Trigo duro, avena, no elaborados. 1750

3 Maiz no elaborado excepto el destinado a molienda por via

humeda. 1750

Cereales destinados al consumo humano directo, harina de
4 cereales, salvado y germen como producto final comerciali-
zado para el consumo humano directo, a excepcion de los
productos alimenticios enumerados en los puntos 7,8,9.

750

5 | Pasta (seca) 750

6 Pan (incluidos pequefios productos de panaderia) pasteles,

galletas, aperitivos de cereales y cereales para desayuno. 500

7 Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infanti-

les para lactantes y nifios de corta edad. 200

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafio de parti-
cula > 500 micras, clasificadas en los cédigos NC 1103 13 u
8 | 1103 20 40, y otros productos de la molienda del maiz con un 750
tamafio de particula > 500 micras, no destinados al consumo
humano directo, clasificados en el cédigo NC 1904 10 10.

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafio de parti-
cula < 500 micras, clasificadas en los codigos NC 1103 13 u
9 | 1103 20 40, y otros productos de la molienda del maiz con un 1120
tamafio de particula < 500 micras, no destinados al consumo
humano directo, clasificados en el codigo NC 1904 10 10
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Tabla n°® 17. Contenidos maximos de ZEA en productos alimenticios (ug/kg)

Productos alimenticios

Contenidos maximos
(ng/kg)

Cereales no elaborados distintos al maiz.

100

Maiz no elaborado excepto el destinado a molienda por via
himeda.

350

Cereales destinados al consumo humano directo, harina de
cereales, salvado y germen como producto final comerciali-
zado para el consumo humano directo, a excepcion de los
productos alimenticios enumerados en los puntos 6,7,8,9, 10.

75

Aceite de maiz refinado.

400

Pan (incluidos pequefios productos de panaderia) pasteles,
galletas, aperitivos de cereales y cereales para desayuno, ex-
cluidos aperitivos de maiz y cereales para desayuno a base
de maiz.

50

Maiz destinado al consumo humano directo, aperitivos de
maiz y cereales para el desayuno a base de maiz.

100

Alimentos elaborados a base de cereales (excluidos los ali-
mentos elaborados a base de maiz) y alimentos infantiles
para lactantes y nifios de corta edad.

20

Alimentos elaborados a base de maiz para lactantes y nifios
de corta edad.

20

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafio de parti-
cula > 500 micras, clasificadas en los cédigos NC 1103 13 u
1103 20 40, y otros productos de la molienda del maiz con un
tamafo de particula > 500 micras, no destinados al consumo
humano directo, clasificados en el cédigo NC 1904 10 10.

200

10

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafio de parti-
cula < 500 micras, clasificadas en los codigos NC 1103 13 u
1103 20 40, y otros productos de la molienda del maiz con un
tamafo de particula < 500 micras, no destinados al consumo
humano directo, clasificados en el cédigo NC 1904 10 10.

300

66




1. Introduccién

Tabla n°® 18. Contenidos maximos de fumonisinas en productos alimenticios (ug/kg)

Productos alimenticios Suma de B1y B2

Maiz no elaborado, excepto el destinado a molienda por via
1 . 4 000
hameda.

Maiz y alimentos a base de maiz destinados al consumo
2 | humano directo, a excepcion de los productos alimenticios 1 000
enumerados en los puntos 3 y 4.

3 Cereales para el desayuno a base de maiz y aperitivos de 800
maiz.

Alimentos elaborados a base de maiz y alimentos infantiles

para lactantes y nifios de corta edad. 200

Fracciones de la molienda del maiz con un tamario de parti-
cula > 500 micras, clasificadas en los codigos NC 1103 13 u
5 | 110320 40, y otros productos de la molienda del maiz con un 1400
tamarfio de particula > 500 micras, no destinados al consumo
humano directo, clasificados en el cédigo NC 1904 10 10.

Fracciones de la molienda del maiz con un tamafio de par-
ticula < 500 micras, clasificadas en el codigo NC 1102 20, y
6 | otros productos de la molienda del maiz con un tamafio de 2000
particula < 500 micras, no destinados al consumo humano
directo, clasificados en el codigo NC 1904 10 10.

1.8.2. Legislacion sobre condiciones especificas para importacion

Los niveles maximos de aflatoxinas establecidos en el Reglamento (CE)
n° 1881/2006 de la Comisidn son superados frecuentemente en determina-
dos productos alimenticios de algunos paises. Tal contaminacion constituye
una amenaza grave para la salud publica en la Comunidad y, por lo tanto,
conviene adoptar condiciones especiales a nivel comunitario. Por ello, la
UE a través del Reglamento (CE) n° 1152/2009 de la Comision establece
condiciones especificas para la importacion de determinados productos ali-
menticios de algunos terceros paises debido al riesgo de contaminacion de
dichos productos por aflatoxinas, siendo necesario el empleo de un docu-
mento comun de entrada para la notificacion previa de llegada de remesas

e informacioén sobre los controles oficiales realizados.
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1.9. ESTRATEGIAS PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE MI-
COTOXINAS

Para el control de la contaminacion por micotoxinas es necesario un en-
foque polifacético integrado. Las recomendaciones propuestas por el Codex
sobre Aditivos y contaminantes (CCFACC) para prevenir la contaminacion

de alimentos por micotoxinas se agrupan en dos (FAO/OMS, 2012):

e Adopcion de Buenas Practica Agricolas (BPA) y de manufactura
(BPM)

e Adopcién de protocolos de elaboracion de APPCC.

El sistema de APPCC identifica, evalua y controla los peligros importan-
tes para la inocuidad de los alimentos en la totalidad del sistema, desde el
campo a la mesa. Se trata de un enfoque estructurado y sistematico que
requiere un buen conocimiento de la relacién causa-efecto con el objeto de
actuar de manera dinamica. Y es un elemento clave de la calidad total. Este
sistema APPCC se basa en la existencia de sistemas de gestion de calidad
solidamente implantados, como BPAs, buenas practicas de almacenamiento
(BPAL) y BPM (FAO 2003), y que implican tres tipos de controles: control
pre-cosecha, control durante la cosecha y control post-cosecha y desconta-

minacion.
1.9.1. Control pre-cosecha

El manejo adecuado de los cultivos se considera el mejor método de con-
trol de la contaminacion por micotoxinas (Amezqueta et al., 2009) e implica

entre otras estrategias agronémicas (C.C.E., 2006b):

¢ Rotacion de cultivos (es la manera mas eficaz de reducir la contami-

nacion).
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o Empleo de variedades vegetales resistentes a los hongos.

¢ Planificacion de cultivos: evitar condiciones climaticas que prolon-

guen maduracién en campo.
e Gestion del suelo: arado y retirada de rastrojos.

¢ Reduccién del estrés sufrido por las plantas (sequia, frio, falta de

nutrientes) por medio de irrigacién y fertilizacion de los campos.
e Control de insectos.

e Tratamientos con antifungicos.

1.9.2. Control durante la cosecha

Supone efectuar la recoleccion cuando las condiciones de cosecha son
Optimas (contenido de humedad de la materia prima adecuado), mantenien-
do el producto limpio y seco. El rapido secado de los productos agricolas,
para bajar los niveles de humedad, se considera un punto critico cuyo con-
trol reduce las condiciones favorables de crecimiento y proliferacién de hon-

gos (Lanyasunya et al., 2005).

También, es necesario disponer de equipos para cosechar que funcionen

de manera adecuada y causar el menor dafno mecanico al producto.

1.9.3. Control post-cosecha y descontaminacién

Las estrategias post-cosecha (buenas practicas de almacenaje y manu-
factura) y de descontaminacion son fundamentales para garantizar produc-
tos seguros al consumidor. El control de la humedad y la temperatura de
almacenamiento de los productos alimenticios determinan el grado de acti-
vidad fungica (Bryden, 2007). Las practicas de descontaminacion incluyen

tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos (He et al., 2010). Su objetivo es

69



1. Introduccién

reducir o eliminar los efectos toxicos de micotoxinas. Los métodos ideales
de descontaminacion debe ser faciles de usar, econémicos y no deben ge-
nerar compuestos téxicos o que alteren la calidad de otros parametros del

alimento como los nutrientes (Amezqueta et al., 2009).

1.9.3.1. Descontaminacion fisica

Limpieza, seleccion y separacion de elementos extrafios

Se produce mediante el cribado de los productos. Estos métodos pueden
resultar muy efectivos para reducir el contenido de micotoxinas (Wagacha &
Muthomi, 2008). En la UE esta prohibida la dilucion con productos no conta-
minados (Directiva 2002/32/EC).

Tratamientos térmicos

Aunque las micotoxinas son modernamente termoestables, se puede al-
canzar un grado destruccion variable utilizando tratamientos térmicos con
altas temperaturas. Muchos datos indican que la coccion, fritura, tostado,
asado, la extrusion y el calentamiento por microondas producen reduccién
de los niveles de micotoxinas en diferentes alimentos, no obstante el efecto
de estos procesos depende de las condiciones del tratamiento: la tempera-
tura, tiempo de aplicacion, contenido de agua y pH, el tipo de micotoxina, asi

como sus concentracién en el alimento (Kabak, 2009b).
Irradiaciones

La mayoria de micotoxinas tiene estructuras moleculares complejas por
lo que a menudo no se ven afectadas por las radiaciones. No obstante, la
irradiacion, a pesar de sus limitaciones, puede ser considerada una estrate-
gia para reducir las micotoxinas a escala industrial. Las radiaciones Gama

y los haces de electrones han sido evaluados para reduccion de la concen-
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tracion de tricotecenos, pero presentan limitaciones cuando se aplica en
granos secos (He et al., 2010). Sin embargo, las radiaciones Gama pueden
destruir la OTA (Aziz et al., 2004).

El Reglamento (CE) n° 386/2009 del 12 mayo del 2009, que modifica el
Reglamento 1831/2003 donde se establece nuevos grupos funcionales de
aditivos en piensos, define “agente detoxificante de micotoxinas” o sustancia
para reduccién de la contaminacién del pienso por micotoxinas: a aquella
sustancia que puede suprimir o reducir la adsorcién, promover la excrecién
de las micotoxinas o modificar el mecanismo de accion. Dentro de estos
agentes se distingue dos categorias: adsorbentes y agentes biotransforma-

dores.
Adsorbentes

La descontaminaciéon ocurre dentro del animal por incorporaciéon de sus-
tratos al alimento. Estos sustratos son los agentes adsorbentes, compues-
tos de gran peso molecular, que presentan capacidad de unirse a las mico-
toxinas de los alimentos contaminados. Actuan secuestrando la molécula
de micotoxina, aislandola del proceso digestivo, evitando su absorcion y por
tanto disminuyendo su biodisponibilidad. De esta forma el complejo formado
por toxina-agente adsorbente, que no se disocia en el tracto gastrointestinal,

se elimina por las heces (EFSA, 2009).

Los agentes adsorbentes de micotoxinas pueden ser: compuestos inor-
ganicos a base de silice, polimeros organicos basados en el carbono y bac-

terias acido lacticas (BAL).

La propiedad de unién que muestran, en algunos casos, las BAL con las
micotoxinas, podria ser utilizada en nuevos enfoques para descontaminar

los alimentos y piensos. Sin embargo, en este momento se conoce poco
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acerca de la estabilidad y la toxicidad del complejo micotoxinas-BAL (Dalie
et al., 2010). Entre las aplicaciones identificadas se encuentra el uso de BAL
en la elaboracién de la cerveza industria. La adicion de Lb. plantarum VTTE-
78 076 y Pc. pentosaceus VTTE-90390 a las aguas de remojo de la ceba-
da podria inhibir el crecimiento de hongos del género Fusarium durante el
proceso de malteado y, por tanto, limitar potencialmente la acumulacion de
tricotecenos (Laitila et al., 2002). Una aplicacién similar podria ser el control
de Penicillium y Aspergillus en la fermentacion del vino, cuya apariciéon po-
drian provocar la contaminacion de OTA (Dalie et al., 2010). Streptococcus
thermophilus NG40Z y C5 también han sido probados por capacidad para

desintoxicar las micotoxinas (EFSA, 2009).

Los sustratos mas utilizados son aluminosilicatos (zeolitas naturales,
aluminosilicatos de sodio y calcio hidratado (HSCAS), bentonitas naturales,
montmorillonita), seguido del carbono activo o diferentes polimeros (gluco-
mananos esterificados, oligosacarido manano modificado), su eficacia para
prevenir las micotoxicosis varia segun micotoxinas y la especie animal es-
tudiada y existe el riesgo de que algunos de estos adsorbentes puedan fijar
micronutrientes y reducir la biodisponibilidad de algunos minerales y vitami-
nas (Wagacha & Muthomi, 2008).

En la actualidad, los materiales adsorbentes mas prometedores para re-
ducir los niveles de OTA son las zeolitas modificadas, ya que han demostra-
do dar buenos resultados en la descontaminacion de productos alimenticios
(Amezqueta et al., 2009). Los HSCAS tienen gran capacidad para unirse
con las aflatoxinas y, por tanto, reducir su biodisponibilidad (EFSA, 2009).

1.9.3.2. Descontaminacion biolégica

Se tratan de un enfoque novedoso de descontaminacion basado en la
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eliminacion de las micotoxinas o reduccion de las mismas a metabolitos no
toxicos mediante el uso de agentes bioldgicos de control que incluyen bac-

terias, levaduras, hongos y enzimas.

Se ha observado que el uso de cepas fungicas atoxigénicas de A. Flavus
y A. parasiticus produce una reduccién de la concentracion de aflatoxinas
en cacahuetes. Estas cepas menos toxigénicas actian competiendo con
las cepas toxigénicas en ambientes de campo, lo que reduce los niveles de
las micotoxinas en los cultivos (Wagacha & Muthomi, 2008). Especies bac-
terianas como Eubacterium Gram positiva (BBSH 797) pueden detoxificar
tricotecenos del pienso de animales por eliminacién el grupo epdxido de
estas micotoxinas (He et al., 2010). Las cepas de la levadura Trichosporon
mycotoxinivorans muestran potencial para degradar la OTA y cumplen los

requisitos previos para su uso como aditivo de piensos (EFSA, 2009).

1.9.3.3. Descontaminacién quimica

Se han utilizado la amonizacion y la nixtamalizacion, también agentes
oxidantes (peroxido de hidrogeno y el ozono) o algunos acidos y alcalis
(NaOH). La nixtamalizacion, procedimiento por el que se consigue gelificar
el almidén de las tortitas de maiz por medio de la coccion de agua adiciona-
da con cal, reduce un 90% el contenido de aflatoxinas por la transformacion
de estas en metabolitos menos toxicos (Soriano et al., 2007). Estos métodos
descontaminacion presentan como limitacion el hecho de que todavia no
existen suficientes estudios sobre los cambios nutricionales experimentados

en los alimentos tratados con estos productos (He et al., 2010).

1.10. ALERTAS RELACIONADAS CON MICOTOXINAS

Notificaciones por micotoxinas en el Sistema de Alertas Rapida para Ali-
mentos y Piensos (RASFFs), Informe Anual 2010 (C.E., 2010).
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En 2010 se produjeron 679 notificaciones relativas a las micotoxinas, de
las cuales 640 eran debidas a las aflatoxinas, 25 a la OTA, 9 a las aflatoxinas

y OTA, 2 al DON y 3 a las fumonisinas.

El nUumero de notificaciones del RASFFs sobre las micotoxinas en 2010
fue similar al numero del 2009, pero significativamente menor que en el pe-
riodo 2003 — 2008.

El ano 2010 diferia del ano 2009 en la categoria de producto notificado.
En 2010 se produjo un aumento de las notificaciones de aflatoxinas para el
cacao (260 notificaciones) en comparacion con 2009 (233 notificaciones),
pero se redujeron de manera significativa de las notificaciones respecto a
las aflatoxinas en las nueces y sus productos derivados en 2010 (168) en
comparacion con 2009 (283). Este cambio se encontraba relacionado, aun-

que de manera parcial, con el cambio producido en la legislacion.

El numero de notificaciones relacionadas con la deteccion de ocratoxinas
en alimentos en el periodo comprendido entre 2002 y 2010 se recogen en

la Figura 6, donde se observa una tendencia al descenso de este numero.

Figura 6. Numero de notificaciones por OTA en el periodo 2002- 2010
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En el ano 2010 se produjeron 34 notificaciones por la presencia de OTA
en niveles inaceptables en alimentos, de las cuales 9 se produjeron de for-

ma simultanea a la notificacion de aflatoxinas.

Ademas, se detectd OTA en los pistachos en el afio 2009, que se confir-
maron en 2010; una notificacion de pistachos de origen americano, también
con las aflatoxinas y 1 notificacion de pistachos de Iran. En el café hubo uno
de los hallazgos de OTA y otro en el vino tinto. Los otros resultados de la
OTA se relacionan con diferentes cereales (arroz, centeno, mijo, maiz) de

diversos origenes (India, Lituania, Ucrania y los EE.UU.).

En la Figura 7 se recogen el % de alertas atribuibles a cada producto en
el afio 2010.

Figura 7. Porcentaje de notificaciones de OTA por producto afio 2010
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La OTA es una micotoxina ampliamente extendida entre los alimentos
basicos como los cereales y sus derivados, cerveza, vino, café, productos
derivados del cacao, frutos secos, condimentos y especias. Puede detec-
tarse también, aunque de manera no significativa, en productos de origen

animal como la carne, la leche y los huevos.

En la actualidad, a pesar de los esfuerzos por reducir la cantidad de esta
micotoxina en los alimentos, la contaminacién por OTA parece inevitable y
el consumo croénico a través de los alimentos puede suponer un riesgo para

la salud humana.

La exposicion alimentaria a la OTA esta condicionada por los habitos ali-
mentarios de la poblacion, por el nivel de contaminacion de los alimentos
consumidos (incidencia y niveles de OTA) y varia en funcion del pais consi-

derado y las diferencias regionales y étnicas.
Ante estas premisas, este trabajo se propone como:

+ Objetivo general: Evaluar el riesgo a la exposicion de OTA.

e Obijetivos especificos:

* Conocer la presencia de OTA en diferentes alimentos: cereales,
bebidas alcohdlicas, condimentos y especias, café, cacao y choco-
late, frutos secos y frutas desecadas, uva y zumo de uva y en ali-
mentos de origen animal, procedentes de diferentes paises del arco
Mediterraneo, comparando el grado de contaminacién recogido en

los distintos estudios y los datos disponibles de la Unién Europea.

» Estudiar las concentraciones de OTA en piensos para animales:

aves, cerdos y ganado vacuno.

» Estudiar las concentraciones de OTA en muestras bioldgicas: orina,

79



2. Objetivos

sangre y leche materna.

* Calcular la ingesta diaria estimada de OTA en la poblacion espafio-
la a partir de las concentraciones de OTA encontradas en los distin-
tos estudios y de los valores de consumo recogidos en la Encuesta
Nacional de Ingesta Dietética Espafiola; ENIDE (AESAN, 2011a).

* Comparar las ingestas diarias estimadas (IDEs) de OTA, con las in-
gestas diarias tolerables (IDT) propuestas por organismos oficiales
tales como el Comité Cientifico de Alimentos de la Union Europea
(en inglés: Scientific Committee for Food of the European Commis-
sion; SCF) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (en
inglés: European Food Safety Authority, EFSA), para determinara

el riesgo que supone la exposicion a OTA.

Para alcanzar estos objetivos se ha procedido a la revision bibliografica
de articulos cientificos originales y revisiones publicadas en los ultimos afios
(2005-2012) relativos a estudios de presencia de OTA en alimentos, el grado
de contaminacion y su evaluacion del riesgo, utilizando como herramienta la

base de datos de la pagina Web of Knowledge.
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3.1. PRESENCIA DE OTA EN ALIMENTOS

La OTA es un contaminante natural de los cereales, que puede originarse
bien en el campo o durante almacenamiento. Sin embargo, puede producir-
se en una amplia gama de alimentos, tales como los productos de cacao,
cerveza, café, vino, asi como en productos procedentes de los animales
(Bayman & Baker, 2006).

En 1991 el JECFA, sobre la base de los datos de neurotoxicidad en cer-
dos, estableci6é una IDT de OTA de 16 ng/Kg por p.c. y un consumo semanal

tolerable provisional de 112 ng/Kg p.c.

En 1995 este valor se redonde6 a 100 ng/Kg, lo que es equivalente a una
IDA de 14 ng/Kg p.c. Por otra parte, el SCF, en 1998, recomendo reducir la
exposicion tanto como fuera posible y en todo caso que fuera inferior a 5 ng/

Kg p.c./dia, valor tres veces mas estricto que el anterior (SCF, 1998).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en aditivos alimentarios (en in-
gles: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives; JECFA), en
2001, examino los nuevos estudios que aparecieron a raiz de la ultima eva-
luacion de la OTA y llegaron a la conclusion que el mecanismo por el cual
OTA causa carcinogenicidad era desconocido, por lo que recomendo llevar
a cabo nuevos estudios y mantuvo la previamente establecida ISTP de 100

ng/kg p.c. a la espera de nuevos resultados (JECFA, 2001b).

La EFSA, a peticion de la Comision, adoptd el 4 de abril de 2006 un
dictamen cientifico actualizado sobre la OTA en los alimentos, en el que se
tuvo en cuenta la nueva informacion cientifica y establecié una IST de 120
ng/Kg p.c., que equivale a una IDT de 17,2 ng/Kg p.c. (Reglamento (CE)
n°1881/2006).
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3.1.1. Presencia de OTA en cereales y derivados

Los cereales y sus productos derivados juegan un papel muy importante
en la dieta humana, porque son consumidos por millones de personas y
porque aportan la mayor parte de los carbohidratos. Pero también son la
principal fuente de consumo alimentario de OTA, por ser susceptibles a la
contaminacion por hongos y por representar la base de alimentacién de todo
el mundo. En la UE los cereales contribuyen en un 50 % al promedio de la
ingesta total de OTA (C.E., 2002).

En Marruecos, los cereales representan un alimento basico para la po-
blacion. El consumo de cereales es de seis millones de toneladas cada afio
(Zinedine et al., 2006). La poblacién tunecina consume grandes cantidades
de cereales y de alimentos a base de cereales. La mayor parte de los ce-
reales comercializados en Tunez son importados y poco se sabe sobre su
contaminacion por micotoxinas. En Tunez no hay normas aplicables en ma-

teria de contaminacion de los cereales por micotoxinas (Zaied et al., 2009).

Espafia es un pais deficitario en cereales, siendo el principal cereal cul-
tivado la cebada, seguido del trigo. Segun la Encuesta Nacional de Ingesta
Dietética Espanola realizada por la AESAN (2011a) la ingesta diaria media
consumida de cereales, excluyendo la bolleria, es de 163 g/p.c./dia. Las
mujeres consumen menos cereales (140 g/p.c./dia) que los hombres (194

g/p.c./dia). El producto derivado de los cereales mas consumido es el pan.

La produccion (Toneladas/afio) de cereales de estos paises se muestra
en la Figura 8 (FAOSTAT, 2010).

Estos paises del mediterraneo presentan condiciones climaticas, geogra-
ficas y conductas alimentarias muy similares, que favorecen el desarrollo de

micotoxinas y en especial de OTA.
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Figura 8. Produccion de cereales Toneladas/afio a) Espana; b) Marruecos; y c)
Tanez
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3.1.1.1. Presencia de OTA en arroz

El arroz (Oryza sativa) es uno de los mas importantes cultivos del mundo,
junto con el trigo y el maiz. Es el cereal que mas se consume después del
trigo y es el principal alimento de la mitad de la poblacién mundial (Gonzalez
et al., 2006).

El arroz es una graminea de gran talla, que aunque puede crecer en me-
dios bastante diversos, lo hace mas rapidamente y con mayor vigor en un
medio caliente y humedo, principalmente en los climas tropicales. Es tipico
del Asia meridional y oriental, aunque también es ampliamente cultivado en
Africa, en América y en algunos puntos de Europa meridional, sobre todo en

las regiones mediterraneas.

Es un cereal muy consumido y producido en Espafa, Portugal y Marrue-
cos. Consultada la base de datos de la FAO (FAOSTAT, 2010) la produccién
de arroz en estos paises en el afio 2010 fue de 926400, 170200 y 50520

Toneladas respectivamente.

Se trata de una planta acuatica que, por lo general, se cosecha con nive-
les de humedad alta (35-50%), circunstancias que favorecen la contamina-
cion del grano y la produccion de OTA durante el almacenamiento. Park et
al. (2005) demuestran que este cereal suele estar contaminado de manera

natural con esporas de Aspergillus ochraceus.

Por esta razén es importante valorar la presencia de OTA en el arroz y
sus derivados en distintos paises del mediterraneo, paises que presentan

caracteristicas muy similares.

La incidencia de la OTA en el arroz y sus derivados ha sido muy estudia-
da (Tabla 19).

La comparacién entre paises es dificil y presenta limitaciones debido a
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las diferentes condiciones de analisis, a que la informacion es proporciona-
da a través de las publicaciones y a que el numero de muestras estudiadas
es muy bajo. Sin embargo, en muchos de los estudios se observa que las

muestras exceden el nivel maximo de OTA establecidos por la UE.

Tabla 19. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en arroz

Pais/referencia N® de N® Inc. (%) Rango | Mecla
muestras | muestras + (ng/g) (ng/g)
Tanez éggg)ll et al., 16 4 25 0,8-23 1,4
Tunez é(ggg)ll et al., 11 3 27,2 0,15-0,9 0,2
Tunez (2%%‘99)" eta, 96 27 28 10-150 | 44 (+)
Ma”;/‘icggo(;ﬁ;"” e 100 26 26 0,08 - 47 12?6%)
Mar;utchsz(()%i;g)dine 20 18 90 0,02 -32,4 4,15
Espaﬁg éé;:? etal, 9 2 22,2 59-7,52 1,49
Espaﬁs.’(gggg’;ﬁlez et 205 6 30 1,0-7.1 n.i.
ESPaﬁ;,((;JSS(ZS?Iez et 64° 5 7.8 43-273 n.i.
Portugalzgzzr)‘a etal., 42 6 14 009-352 | ni.
Portug:;Io(él;;l:)n etal, 12 2 166 | 210-76 08
Coreaz(gggl; et al., 60 5 8,3 09-6 0,2
Vietne;T (ZI\(;%[;))/en et 100 20 20 2,782 0,75
China (2zg$1n)g etal., 20 3 15 2,98-3,67 3,38
Chile (2\(/)%%a)et al., 31 13 42 n.d.-12,5 0

n.i. no indicado en el articulo, n.d. no detectado, @ valor maximo, ® arroz organico, ¢arroz no organico.
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Estudio de incidencia de OTA en arroz

Las muestras de arroz en los paises mediterraneos (Espafa, Marruecos
y Tunez) presentan un incidencia de OTA similar, siendo los valores entre un
25% y un 30%, si bien en Espana, en el estudio de Gonzalez et al. (2006), la

incidencia es mucho mas baja en las muestras de arroz no organico (7,8%).

Estos resultados son contrarios a los obtenidos por Zinedine et al. (2007¢)
en Marruecos donde la incidencia alcanza un valor del 90%, tal como se re-

fleja en la Figura 9.

Portugal es el pais donde se observa una menor incidencia con un 14%
(Pena et al., 2005). En este estudio ninguna de las muestras analizadas de
arroz blanco estaban contaminadas, a diferencia de las otras muestras de
arroz marrén, basmati, aromatico y silvestre, hecho que se relaciona con
una posible estimulacion de la produccion de OTA al contener estas ultimas

variedades de arroz una mayor cantidad de proteinas y aminoacidos.

Figura 9. Numero total de muestras analizadas segun origen/ numero de muestras
positivas de OTA en arroz
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En otros estudios realizados en paises no mediterraneos, las incidencias
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varian segun las zonas. En Chile (Vega et al., 2009) la incidencia de OTA
es del 42%. Bansal et al. (2011) en Canada detectaron en 200 muestras de
arroz de diferentes origenes una incidencia de un 22%, si bien la media de
las muestras positivas era de 0,12 ng/g y la media de todas las muestras
era de 0,03 ng/g, alcanzando un maximo de concentracion de OTA el arroz
negro glutinoso (arroz rico en almidon) de origen Tailandés. En el estudio de
Nguyen et al. (2007) en Vietnam la incidencia es parecida a las obtenidas en
la zona mediterranea, siendo su valor de 20%. En China (Zhang et al., 2011)
la incidencia es mas baja (15%). Se detectan incidencias muchos menores
en Corea (Park et al., 2005) con un valor de 8,3% y en Jordania (Salem &
Ahmad, 2010) con un valor de 4,3%. En el estudio de Chung et al. (2009) de
Hong Kong se analizaron 118 muestras de cereales y sus derivados presen-
tando un incidencia de 26% de muestras positivas, con niveles de maximos
de 0,25 ng/g y de media 0,044 ng/g, si bien en ninguna de las muestras de
arroz y sus derivados, como fideos, sopas, etc. (37 muestras) se detectd
OTA.

En el informe de la C.E. (2002) los datos obtenidos de las muestras anali-
zadas de arroz presentan una incidencia de OTA del 6,4%, (sobre 63 mues-
tras daban 4 positivas), lo que supone una incidencia mucho mas baja que
las recogidas en los estudios anteriormente mencionados. En dicho informe,

en Espafa ninguna de las 24 muestras de arroz analizadas se detectdé OTA.

Niveles de OTA en arroz y comparacion con limites legislados.

Los niveles de contaminaciéon en las muestras positivas se encuentran
entre 0,02 y 150 ug/Kg, siendo esta ultima detectada en las muestras de
arroz de Tunez (Zaied et al., 2009). En el Reglamento (CE) n°® 1881/2006
de la comision, de 19 de diciembre de 2006, por el que se fija el contenido

maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios, se
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establece el contenido maximo de OTA para cereales y productos a base de
cereales, siendo el limite maximo en cereales no elaborados de 5 ug/Kgy en

cereales destinados al consumo humano directo de 3 pg/Kg.

Si se compara los niveles de OTA obtenidos en las muestras positivas
con los niveles legislados para el arroz destinado a consumo humano direc-
to, se observa que en algunos estudios las muestras superan estos valores
(Zaied et al., 2009; Zinedine et al., 2007c; Juan et al., 2008c).

Las muestras de Tunez, correspondientes a los estudios de Ghali et al.
(2008 y 2009), se encuentran por debajo de los valores legislados, en el
estudio de Portugal (Pena et al., 2005) ninguna de las muestras supera los
limites legales. En el estudio de China (Zhang et al., 2011) tampoco ningu-
na muestra de arroz no elaborado supera el limite establecido por la UE.
Estos resultados no coinciden con los obtenidos en el estudio de Zaied et
al. (2009) en Tunez, donde un 28% de la muestras exceden los limites de
UE, ni con los recogidos en el estudio de Juan et al. (2008c) en Marruecos,
donde un 14% de la muestras se encuentran por encima de 5 ng/g. En Zine-
dine et al. (2007c) un 15% del numero total de muestras de arroz analizadas

supera el limite reglamentario fijado por la normativa europea de cereales.

Estos niveles tan elevados detectados en Tunez y Marruecos podrian
explicarse por las condiciones climaticas de estos paises, especialmente la
temperatura y humedad que favorece la proliferacion de hongos toxigénicos
y podrian deberse a las caracteristicas sociales y econémicas de poblacion,
tales como almacén de los productos en el hogar, los habitos de consumo,

etc.

Comparacién de los niveles OTA en funcién del tipo de cultivo de arroz.

En los estudios también se determina y compara la presencia de OTA en
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arroz organico o ecoldgico y arroz convencional, tal como recoge en la Tabla
20.

Tabla 20. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en arroz
organico y convencional

Producto Pais/ N° N° Inc. | Rango | Media
referencia muestras | muestras + (%) (ng/g) | (ng/g)
Arroz Esparia (Gonzalez :
organico et al., 2006) 20 6 30 1,0-7,1 n.i.
Arroz no | Espanfa (Gonzalez 4,3- .
orgénico | etal, 2006) o4 ° 78| o73 | M
Espafia-Portu-
Ar'ro.z gal (Juan et al., 9 4 444 2.1-7,6 257 %
organico 2008a) 3,43
Espana-Portu-
Arr(?z ho gal (Juan et al., 12 0 0 0,05 0
organico 2008a)

n.i. no indicado en el articulo.

En los ultimos anos la agricultura ecoldgica u organica ha experimentado
un importante desarrollo, impulsada por la creciente sensibilizacion de los

consumidores sobre la seguridad alimentaria y el medio ambiente.

El cultivo organico es un modo de produccion que utiliza un conjunto de
técnicas agricolas donde normalmente no se aplican productos quimicos de
sintesis, como fertilizantes, plaguicidas, antibiéticos, etc. El objetivo de esta
practica es preservar el medio ambiente, mantener o aumentar la fertilidad

del suelo y conseguir mantener la alimentacién natural.

Este tipo de cultivo ha crecido con fuerza en la UE. En Espana, segun
los datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente en el
2011 la superficie dedicada a la agricultura ecoldgica es de 1.845039 hecta-
reas (MAGRAMA, 2011).

Actualmente muchos consumidores prefieren los productos organicos a
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los convencionales porque los perciben como mas saludables, sin embargo
hay estudios contradictorios relativos a la seguridad de los alimentos organi-

cos frente a los convencionales (Juan et al., 2008a).

Si se compara las muestras de arroz procedentes de cultivos organicos
con las muestras de arroz cultivadas de manera convencional o no organica,
se observa una mayor incidencia de OTA en los cultivos organicos. Esto se
refleja en un estudio Gonzalez et al. (2006) donde la incidencia en arroz y
derivados de arroz organico es del 30% frente a una incidencia del 7,8% en
arroz y productos derivados de arroz cultivados de manera convencional.
En Juan et al. (2008a) la incidencia en el arroz organico es mayor, con un
valor de 44%, mientras que en el arroz no organico no se detecta OTA. Esto
podria deberse a que en la produccion ecoldgica, donde hay un uso limitado
de plaguicidas, se puede producir una proliferacién de hongos y probable

produccién de micotoxinas.

Por tanto, en general se observa que la presencia de OTA en cultivos de
arroz organico es mas elevada que la detectada en cultivos convencionales,

pudiendo alcanzar valores de hasta un 20-35%.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de arroz.

La estimacion de la ingesta de OTA por el consumo de arroz se recoge en
la Tabla 21. Para estimar la ingesta de OTA se han usado los valores medios
de OTA hallados en las muestras analizadas de los estudios asi como los
valores maximos de OTA. Los datos de consumo son los recogidos en los

correspondientes estudios.

Todos los valores de ingesta de OTA, tanto los calculados a partir de los
valores medios como los obtenidos a partir de valores maximos, estan muy
por debajo de IDT establecida por la EFSA (2006):17,2 ng/Kg. p.c./dia. Los
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valores de ingesta diaria de OTA del estudio Juan et al. (2008a) de Portugal
son los mas altos y representan un 3,4% de la IDT, seguidos de los reco-
gidos en Juan et al. (2008c) en Marruecos donde la ingesta de OTA media
supone un 1,9% del valor de IDT establecida por la EFSA (2006).

Tabla 21. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de arroz

Pais/ c Datos Media ID OTA Valor ID OTA
referencia (f(' ') consumo | OTA | media(ng/ | Max. | maxima (ng/
9- (g/dia) (ng/g) | Kg p.c./dia) | (ng/g) | Kg p.c./dia)
Marruecos
(Juan et al., 60 55 3,5 0,32 47 4.3
2008c¢)
Marruecos
(Zinedine et 60 5,5 4,15 0,38 32,4 2,97
al., 2007c¢)
Esparia (Gon-
zalez et al., 70 16,4 0,74 0,17 7.1 1,7
2006)
Espafia (Juan
et al., 2008a) 60 13,6 1,49 0,33 7,52 1,7
Portugal (Juan
ot al., 2008a) | ©9 44 08 0,6 7,6 5,6
Portugal (Pena . .
et al., 2005) 60 44 n.i. n.i. 3,52 2,6

n.i.: no indicado en el articulo; p.c.: peso corporal, ID: Ingesta diaria, Max: maximo.

Comparando los valores de ingesta diaria de OTA reflejados en la Tabla
21 con los recogidos para Espafa en el informe de la UE de evaluacion de
la ingesta de OTA en la dieta a la poblacién de los estados miembros de
la UE (C.E., 2002) donde la estimacion de la ingesta de OTA por consumo
de arroz era de 0,08 ng/Kg p.c./dia (siendo el consumo de arroz de 18,5 g/
persona/dia y la concentracion media de OTA en las muestras de 0,25 ng/g),
se observa que la estimacion de la ingesta en estos estudios posteriores al
afno 2002 es mas alta, pero no por ello preocupante, dado que los valores

obtenidos se encuentran por debajo de lo establecido en la EFSA (2006).
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En los estudios de otros paises no pertenecientes a la UE, Park et al.
(2005) estimaron la ingesta de arroz en un rango de 0,8- 4,1 ng/Kg p.c./dia,
la cual no excede el valor de la IDT 17 ng/Kg p.c./dia establecida por la EFSA
(2006). Sin embargo, en el trabajo de Ngyune et al. (2007) en Vietham, don-
de el consumo de este cereal es muy elevado, los niveles de ingesta media
de OTA para un persona de 60 Kg eran de 300 ng/dia y si se toman los va-
lores del arroz mas contaminado se alcanzan ingestas de 1390 ng/dia. Esto
supone una ingesta de 23,2 ng/ Kg p.c./dia y, por tanto, un valor 1,4 veces
superior al valor establecido por la EFSA (2006), por lo que se sugiere que la
exposicion a OTA a través del arroz contaminado en este pais podria incidir

sobre a la salud de la poblacion.

3.1.1.2. Presencia de OTA en otros cereales diferentes al arroz y pro-

ductos derivados

La contaminacion de cereales y sus productos derivados por la OTA es
un problema mundial. Los cereales de los paises Mediterraneos suelen ver-
se afectados por la OTA debido a las condiciones climaticas, geograficas y
las conductas alimentarias especificas (Zinedine et al., 2006). El grado de
contaminacion de las materias primas no solo es relevante para la salud,

sino también desde el punto de vista econdmico y comercial.

Estudio de incidencia de OTA en cereales distintos al arroz.

La incidencia de OTA en distintos cereales (trigo, maiz, cebada, sorgo,

espelta, avena y centeno) se recogen en la Tabla 22.

Entre todos los cereales, es el trigo el cereal con mayor incidencia de
contaminacién por OTA y el mas ampliamente investigado (mas que el arroz

con 25-30% de incidencia).

En el trigo el mayor valor de incidencia de OTA se presenta en Tunez,
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con un porcentaje de 60,7% (Ghali et al., 2008), seguido de Espafa (Juan

et al., 2008a) con un 54% y Marruecos (Zinedine et al., 2006) con un valor

del 40%.

En el estudio de Zhang et al. (2011) en China la incidencia de OTA en
trigo es de 36%, inferior a los valores anteriormente indicados, pero la me-
dia de OTA encontrada (4,28 ng/g) es superior a los valores de Ghali et al.
(2009):1,2 ng/g. En Salem & Ahmad (2010) en Jordania, el trigo es el cereal
con mayor porcentaje de muestras donde se detectd OTA, si bien el valor es
del 29%. Portugal es el pais que presenta una menor incidencia de OTA en

trigo con un 25% (Juan et al., 2008a).

Tabla 22. Incidencia (%) de OTA en cereales distintos al arroz

Producto/ Incidencia (%)
Pais Tunez , | Tunez, | Tanez . | Marruecos d | Espaiia | Portugal ,
Trigo 60,7 45,6 38 40 53,8 25
Maiz 1,9 35,3 n.i. 40 16,6 20
Cebada 52 41,6 40 55 0 0
Sorgo 52,9 51 38 n.i. n.i. n.i.
Espelta n.i. n.i. n.i. n.i. 50 0
Avena n.i. n.i. n.i. n.i. 0 16
Centeno n.i. n.i. n.i. n.i. 25 0

a: Ghali et al. (2008); b: Ghali et al. (2009); c: Zaied et al. (2009); d: Zinedine et al. (2006); e y f: Juan et
al. (2008a); n.i. no indicado en el articulo.

En Chile (Vega et al., 2009) la incidencia de OTA en harina de trigo es
muy alta (70%), al contrario que en Corea (Park et al., 2005) donde en hari-
na de trigo no se detecta esta micotoxina. En el estudio de Japon (Kumagai

et al., 2008) el 56% de las muestras de harina se encuentran contaminadas,
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si bien la contaminacién media de OTA es muy baja: 0.09 ng/g.

En maiz y cebada la incidencia mas alta de OTA se encuentra en Marrue-
cos (Zinedine et al., 2006), seguido de Tunez (Ghali et al., 2008 y 2009). En
Zhang et al. (2011) en China la incidencia en maiz es mas baja (26%) que la
detectada por Zinedine et al. (2006) (40%), si bien la concentracién de OTA
media es superior (7,4 ng/g frente 1,1 ng/qg).

En sorgo la incidencia de esta micotoxina también es muy alta en Tunez,
con un valor del 53% (Ghali et al., 2008).

Solo en el estudio de Esparia y Portugal se determina la contaminacion
de OTA en centeno, observandose presencia en una cuarta parte de las

muestras correspondientes a Espana (Juan et al., 2008a).

Estos datos no coinciden con los resultados obtenidos en el informe de la
UE (C.E., 2002), donde para el estudio de la presencia de OTA en cereales,
el centeno mostraba los mas altos niveles de contaminacion y una inciden-
cia del 53%, si bien en ltalia, pais cuyas caracteristicas son muy similares
a las de Espana, en ninguna muestra de centeno se detecto OTA (C.E.,
2002). Tampoco coinciden con los resultados del estudio de Kumagai et al.
(2008) de Japon donde un 90% de las muestras de centeno se encontraban

contaminadas con una media de OTA 1,05 ng/g y rango de 0,28-1,59 ng/g.

Si se analiza la incidencia de OTA en los cereales en cada pais, en Tunez
(Ghali et al., 2008) el trigo es el que presenta la mayor incidencia, seguido
de la cebada y el sorgo (con valores muy similares). En Espafa y Portugal
se observa también en el trigo el mayor nimero de muestras contaminadas,
sin embargo, en Marruecos la cebada es el cereal con un 55% de muestras
positivas (Zinedien et al., 2006). Klaric et al. (2009) en Croacia la mayor

incidencia de OTA en cereales se detecta en maiz con una valor del 25%.
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En el estudio de Zhang et al. (2011) en China la mayor incidencia de OTA

se detecta en trigo, si bien el producto mas contaminado es el maiz.

Niveles de OTA en cereales distintos al arroz y comparacion con los ni-

veles leqgislados.

Los niveles de OTA detectados se recogen en la Tabla 23.

La mayor concentracién de OTA se detecta en las muestras de Tunez
(Zaied et al., 2009) con valores maximos comprendidos entre 250 y 950 ug/

Kg y de media entre 55y 117 ug/Kg.

Estos datos confirman la necesidad de controlar el nivel de contamina-
cion de los cereales y de regular los niveles de OTA en Tunez por el riesgo

que representan para la poblacion.

Tabla 23. Niveles medios y maximos de concentracion de OTA (ng/g) en cereales
distintos al arroz

Concentracion media y maxima de OTA (ng/g)

Producto | m._ [Max. (m. |Max. |m. |Max. [m. [Max. [m. |Max. | m. | Max.

a a b b c c d d e e f

Trigo 291|243 |12 17,7 | 55| 250 (04| 1,73 |1,2| 09 |10 7,97

Maiz 35| 67 (15223 |ni.| ni. |11 72 |03] 19 |02]| 0,8

Cebada 19 34 |02 15 |96 | 940 (0,2] 0,8 |n.d.| nd. [nd.| n.d.

Sorgo 14,4 36,4 (54| 33,8 |117| 950 [(n.i.| n.i. | ni.| ni. |n.i. n.i.

Espelta n.i. ni. |ni.| ni. |ni.| ni. |ni.| ni. 11| 2,2 [nd.| n.d.
Avena n.i. ni. |{ni.| ni. [ ni.| ni. [ni.| ni. |nd.| nd. [04 2,5
Centeno n.i. ni. |ni.| ni. | ni.| ni. |ni.| ni. |68]| 27,1 [nd.| n.d.

m: media; Max: maximo; n.i. no indicado en el articulo; n.d. no detectado.
a: Ghali et al. (2008) y b: Ghali et al. (2009) Tunez, c: Zaied et al. (2009) Tunez, d: Zinedine et al. (2006)
Marruecos, e: Juan et al.(2008a) Espafa y f: Juan et al.(2008a) Portugal
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Las muestras de sorgo de Tunez (Zaied et al., 2009) son las mas conta-
minadas, superando en 23 veces los valores establecidos por la Comision
Europea (5 ug/Kg para cereales no transformados). En el estudio de Ayalew
et al. (2006) en Etiopia las muestras de sorgo también son las que presen-
tan las mayores concentraciones de OTA, con un valor maximo de 2106 p/
Kg, coincidiendo con los resultados de Tunez. En el estudio de Marruecos
(Zinedine et al., 2006) las concentraciones mas altas de OTA se detectan en
el maiz, si bien solo una muestra de excede los limites legales. Estos datos
coincide con los de Croacia (Klaric et al., 2009) donde solo una muestra de
maiz esta por encima de los limites establecidos en le UE con un valor de
31,7 pg/Kg.

En Espafa y Portugal (Juan et al., 2008a) solo dos muestras de trigo y
una muestra de centeno exceden los limites maximos legislados. Estos va-
lores son similares a los encontrados en el informe de la EU de evaluacion
de la ingesta de OTA en la dieta de la poblacion de los estados miembros de
la UE (C.E., 2002), donde se observa que la media ponderada de OTA en
cereales se encuentra entre 0.294 ug/Kg y 0,484 pg/Kg y el nivel de mues-
tras contaminadas en el sur de Europa es ligeramente mayor que en el norte

de Europa.

En otros estudios como el de Jordania (Salem & Ahmad, 2010) las mues-
tras de cebada son las que presentan los valores por encima de los limites
establecidos por la UE. Sin embargo en el estudio de Shah et al. (2010) en
Pakistan, un numero significativo de muestras de maiz contienen niveles de
OTA por encima de los limites de seguridad segun lo recomendado por la
FDAy la UE. Los niveles de contaminacion oscilan entre <0,001 a 7,32 pg/

Kg, pero en promedio los resultados estan dentro del limite de seguridad.

En el estudio de Juan et al. (2008a) se ha determinado la presencia de
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OTA en cereales organicos y no organicos. Las muestras analizadas eran de
arroz, trigo, cebada, centeno, avena y maiz; detectando que un 12% de los
cereales no organicos y el 32% de los cereales organicos estaban contami-
nadas con OTA. Por otra parte, la concentracién media de OTA en cereales
organicos (1,64 ng/g) fue superior a la de los cereales no organicos (0,05
ng/g) con una diferencia significativa. Esto puede ser una consecuencia de
la produccion ecoldgica que implica el uso limitado de plaguicidas favore-

ciendo la proliferaciéon de hongos y la producciéon de micotoxinas.

Rubert et al. (2011c) investigaron la presencia de micotoxinas en 49
muestras de harina de diferentes tipos de cereales recogidas en los merca-
dos locales, observandose que las harinas de trigo y las preparaciones de
panaderia (pan, pizas...) eran las que presentaban mayor contaminacién y
s6lo una muestra de harina de trigo supero6 los limites maximos (LM) para
la OTA.

Los datos encontrados relativos a las concentraciones de OTA en cerea-
les pone de manifiesto que el nivel y tipo de producto contaminado varia en
los distintos paises y que es necesario controlar y regular estos valores en

los paises del area mediterranea.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cereales distintos al

arroz.

La estimacion de la ingesta de OTA por el consumo de cereales se reco-

ge en la Tabla 24.

Para Espana y Portugal los valores obtenidos estan por debajo de la IDT
para OTA estimada por el SCF: 5 ng/Kg de p.c./dia y son cuatro veces me-
nores que la ingesta establecida por el JECFA (14 ng/Kg p.c./dia). Dichos

valores se encuentran muy por debajo de la IDT de 17,2 ng/Kg p.c./dia es-
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tablecida por la EFSA (2006). El valor obtenido en Tunez es 1,2 veces mas
alto que la IDT de OTA.

Tabla 24. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cereales distintos al arroz.

Peso Datos Media OTA | P media | % IDT OTA
Pais/referencia | corporal | consumo (ng/g) OTA (ng/Kg. | (17,2 ng/Kg.
(Kg) (g/dia) 9'g p.c./dia) p.c./dia)
Espafia
(Juan et al., 2008a)|  °° 240 0,93 3,72 216
Portugal
(Juan et al, 2008a)|  ©° 350 0,64 344 20
Tlnez 82 Kg/afo?
(Ghali et al., 2009) | %9 ~500g/dia 2,4 20 1,2 X TDI

a: datos: Institut National de la Statistique, Tunez (2005), Cereales totales.
ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable

3.1.1.3. Presencia de OTA en cereales para el desayuno y alimentos

infantiles a base de cereales

Los cereales para el desayuno son muy populares en todas las edades.
Se elaboran principalmente a partir de granos de trigo, arroz, maiz, cebada
y avena que se transforman en copos y el almidon se escinde en azucares
simples y de facil digestion. A estos cereales a menudo se afiaden miel,
azucar, chocolate y frutas desecadas (pasas, platanos, frutos secos, etc.).
En los alimentos infantiles a base de cereales el contenido de cereales es

variable, oscilando entre el 30% y el 80%.

La mayoria de estos ingredientes pueden ser colonizados por hongos,
influyendo en su crecimiento y en la produccién de OTA la disponibilidad de
agua, la temperatura y la humedad del grano (Zinedine et al., 2010a) y por

tanto, los cereales pueden contribuir a la ingesta de OTA.
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La Comunidad Europea ha regulado los limites maximos permitidos para
los productos derivados de los cereales (3 ug/Kg) y para alimentos elabora-
dos a base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta
edad (0,5 pg/Kg).

Los resultados de presencia de OTA en cereales para desayuno y alimen-

tacion infantil a base de cereales se recogen en la Tabla 25.

Tabla 25. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en cerea-

les para desayuno y alimentacion infantil a base de cereales

Pais/referencia Tipo producto Inc. (%) ?:glgc)’ ?:IIZ‘/’;
Cereales desayuno 5,8 5,1-224,6 n.i.
Marruecos (Zinedine
et al., 2010a) A. infantil a base de .
0 n.d. n.i.
cereales
Cereales desayuno 38 0,171-1,84 0,752
Turquia (Kabak,
2009a) . .
A.infantil a base de 17 0.12:0,37 0.22
cereales
Cereales desayuno 90 0,07-0,97 0,26
Espafia (Araguas et
al., 2005) : .
A. infantil a base de 70 0,04-0.74 0.18
cereales
Portugal (Alvito et al.,| A. infantil a base de )
2010) cereales 37 0,034-0,212 n.i
Espafa (Ibafiez -Vea
et al., 2011) Cereales desayuno 39 0,062-1,2 0,29
Grecia (Villa & Marka-
ki, 2009) Cereales desayuno 60 0,02-0,87 0,11
Francia (Molinié et .
al., 2005) Cereales desayuno 69 0,02-8,8 n.i.
Canada (Roscoe et 0,01-0,38
al., 2008) Cereales desayuno 34 méx. 1.4 0,1-0,38

n.i.: no indicado, A. infantil: alimentacion infantil, max.: maximo
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Incidencia de OTA en cereales para desayuno y alimentacion infantil a

base de cereales.

Analizando los distintos estudios se detecta una mayor incidencia de OTA
en los cereales para desayuno que en los alimentos infantiles elaborados a
base de cereales, si bien hay que tener en cuenta que, en estos productos
destinados a poblacién de corta edad, los cereales pueden no ser el Unico
ingrediente y ademas que las condiciones higiénico sanitarias de su proceso

de elaboracion son mas estrictas por la poblacién a la que van destinados.

Los valores de incidencia de OTA en cereales se encuentran comprendi-
dos entre el 39 al 90% y solo en el estudio de Molinié et al. (2005) las mues-

tras analizadas superan los limites legislados en la UE.

En el estudio de Araguas et al. (2005) es donde se observa la mayor in-
cidencia de OTA en cereales para desayuno, alcanzando un valor del 90%,
pero ninguna de las muestras se superan los valores legislados. Molinié et
al. (2005) detectaron OTA en el 69% de la muestras, de las cuales un 16%
estaban por encima de los limites de la UE (3 pg/kg). En Turquia (Kabak,
2009a) las muestras de cereales para desayuno presentaban un frecuencia
de deteccion de OTA inferior, con un valor de un 38%, si bien ninguna mues-
tra se encontraba por encima de los limites legales. Similar incidencia se

detecta en el estudio de Ibanez-Vea et al. (2011) en Espana.

Las muestra analizadas en Marruecos (Zinedine et al., 2010a) mostraron
la incidencia de OTA mas baja. Los cereales infantiles no presentaban OTA
detectable y en un 6% de las muestras de cereales para desayuno se detec-
té OTA, pero el rango de concentraciones oscilaba entre 5-224,6 ng/g (valor
mas alto de todos los estudios). Todas las muestras positivas estaban por
encima de los limites establecidos en la UE (5,8%), siendo las muestras mas

contaminadas las que contenian muesli y frutas.
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Niveles de OTA en cereales para desayuno v alimentos infantiles a base

de cereales.

Los valores de OTA, detectados en los cereales para desayuno en la
mayoria de los estudios, son bajos; sin embargo, estos productos pueden
contribuir a la ingesta diaria de OTA debido a su alto consumo entre perso-
nas de diferentes edades. Por ello, es necesario controlar la calidad de sus

distintos componentes (frutos secos, nueces, cereales).

Araguas et al. (2005) detectaron diferencias significativas entre cereales
para desayuno con alto contenido en fibra y cereales para desayuno con
un contenido normal de fibra, siendo mayor la incidencia y los niveles de
contaminacion por OTA en cereales con alto contenido en fibra, hecho que
podria explicarse porque esta micotoxina se acumula directamente debajo
de la epidermis de semillas de cereales. También se observa diferencias sig-
nificativas, dentro de los alimentos infantiles a base de cereales, entre aque-
llos elaborados sin gluten y los multicereales, siendo estos ultimos los mas
contaminados, circunstancia que podria deberse a que la clase de cereales
utilizada en el proceso de produccion de estos dos alimentos para bebés es
diferente (es decir, principalmente el maiz y el centeno para el primero, y el
trigo, la cebada, la avena y el centeno del ultimo). En consecuencia, el nivel

de contaminacion por OTA podria también ser diferente.

En el estudio de Ibafiez-Vea et al. (2011) se observa que las muestras de
cereales elaborados a base de trigo son las mas contaminadas. Se detecta
una mayor incidencia de OTA en las muestras de cereales integrales para
desayuno que en las de cereales para desayuno normales (92% vs 18%),
pero se encuentran menos contaminadas, resultados que estan condicio-
nados por el tipo de cereal que se utiliza como ingrediente. Los maximos

niveles de OTA son detectados en muestras de cereales para desayuno con
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contenido normal en fibra elaborado a base de trigo (1,12 ng/g).

En el estudio de Villa & Markaki (2009) las muestras mas contaminadas
son una de cereales a base de trigo con fibras (0,64 ng/g OTA), otra mues-
tra de cereales con frutos secos (0,87 ng/g OTA) y otra a base de cereales
con chocolate (0,51 ng/g OTA). Estos resultados estan de acuerdo con el
estudio de Molinié et al. (2005) quien sefiala que el chocolate y las pasas
son factores de riesgo por contaminacion de OTA. En este estudio ademas
se indica que las tres muestras mas contaminadas contienen salvado de
trigo, confirmando que este subproducto de los cereales es un factor de
riesgo. En el estudio de Canada (Roscoe et al., 2008) la OTA se encuentra
mas frecuentemente en cereales a base de avena (63%) y el nivel mas alto
de OTA se detecta en cereales a base de avena (1,4 ng/g), mientras que la
incidencia mas baja 38% y 44% se observa respectivamente en cereales a

base de trigo y multicereales.

Rubert et al. (2012) analizaron 35 muestras de alimentos infantiles. La
OTA se detect6 en alimentos para bebés en polvo a base de avena y en li-
quidos multi-cereales listos para consumir, con un rango comprendido: 0,35-
0,5 ng/g, pero ninguna muestra superaba el limite maximo fijado por la UE

para estas micotoxinas en alimentos para bebés.

Por tanto, cabe pensar que en los cereales para el desayuno y en la ali-
mentacioén infantil a base de cereales la contaminaciéon por OTA depende del
contenido de fibra y del tipo de cereal con que se elabora el producto (Iba-
nez-Vea et al; 2011), observando, por regla general, que en cereales ricos

en fibra es mayor la incidencia y el nivel de contaminacion por OTA.

En el estudio en Grecia de Villa & Markaki (2009), a diferencia de otros
estudios similares de cereales, como el de Gonzalez et al. (2006) y Juan et

al. (2008a), se detecta una mayor incidencia y mayor nivel de contamina-
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cion de OTA en las muestras formadas por cereales procedentes de cultivos
convencionales, que en las muestras de cereales obtenidos por el métodos
organicos, si bien todas las muestras se encuentran por debajo de los limi-
tes establecidos por UE. Por tanto, aunque cabe esperar que la reduccion
del uso de fungicidas favorezca la proliferacién de hongos y puede conducir
a una mayor contaminacion por OTA en los alimentos organicos, los resulta-

dos son contradictorios y no confirman este hecho.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cereales para desayu-

no vy alimentacion infantil a base de cereales.

La estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cereales para el de-

sayuno y alimentacion infantil a base de cereales se recoge en la Tabla 26.

La ingesta de OTA a través de consumo de cereales para desayuno de-
pende de la concentracién en el alimento, de la cantidad consumida, de la

frecuencia de consumo y de las preferencias de los consumidores.

En Grecia (Villa & Markaki, 2009), para nifios (20 kg) consumiendo 50 g
de los cereales mas contaminados (0,87 ng/g) la ingesta diaria de OTA es

de 2,17 ng/g OTA, que es 8 veces mas bajo que la IDT (17,2 ug/Kg p.c./dia).

Se puede concluir que los cereales para desayuno y la alimentacion in-
fantil a base de cereales pueden contribuir en la ingesta de OTA en humanos
y supone un riesgo potencial en nifios de corta edad donde la alimentacion
a base de cereales es su principal fuente de alimentos, si bien todos los va-
lores de ingesta de OTA detectados se encuentran por debajo de los niveles
de la IDT, representando un fraccion como maximo del 13% de la IDT, salvo
en Francia que en las condiciones mas desfavorables suponen un 76,6% de
la IDT para nifos, y considerando que la ingesta fijada por la EFSA (2006)

fue establecida para adultos.
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Tabla 26. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cereales para desayuno
y alimentos infantiles a base de cereales

: ID media| % IDT
. Peso Datos Media
Pais/ .| Producto| corporal |onsumo OTA OTA (ng/ | OTA (17,2
referencia Kg) (g/dia) (nglg) Kg p.c./ |ng/Kg p.c./
(Kg g g'9 dia) dia)
dCeesraeaL:iz 60 30, 0,75 0,38 2.2
Turquia y
(Kabak,
2009a) A. infantil
a base 5 40, 0,22 1,7 10
cereales
Cereales 60 30, 0,265 0,13 0,76
. desayuno
Espafia
(Araguas et
al., 2005) A. infantil
abase |O(4mesesdel g 0,187 1,05 6,2
edad) b
cereales
Espaia Cereales adgllggié§?es 1,68 2.8
(Ibafiez-Vea desayuno 50 ’ 30 1,12 max. 0,67 3,9
etal., 2011) adultos, 70 0,48 2,8
0,07-0,12
. . nifos, 20 1,30-2,17
Grecia (V”.Ia Cereales | adolescentes, 30-50 0,05 0,05-0,1 12,61
& Markaki, 50-100 8,64
2009) desayuno 50 50-100 0,87, 0,87-1,74 79
adultos, 70 0,03-0,07 ’
0,62-1,24
Francia Cereales
(Moliné et al., Nifios, 20 30 8,8, 13,2 76,7
2005) desayuno

A.: alimentacion, b: ingesta recomendada indicada en el etiquetado del paquete; c: OTA de muestra mas
contaminada., ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable

Es necesario reflexionar sobre las recomendaciones de la AESAN en el

2011 relativas a la necesidad de incrementar el consumo alimentos que los
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contengan cereales con preferencia integrales con el fin de evaluar el riesgo
de este tipo cereales debido a su clara relacion con la presencia de OTA
(AESAN, 2011a).

3.1.1.4. Presencia de OTA en pan

Entre los derivados de los cereales, el pan tiene una gran importancia,
ya que proporciona a la poblacion mas nutrientes que otro alimento Unico y
constituye una fuente importante de carbohidratos, proteinas y vitaminas. El
pan es un producto consumido a diario y por tanto altamente demandado.
La Organizacién de la Salud (OMS) recomienda un consumo diario de pan

de 250 g, lo cual supone una media de 90 Kg/persona/afio.

Muchos autores coinciden en indicar que el pan es una de las principales
fuentes de ingesta de OTA. El pan se elabora a partir de diversos cereales,
tales como el trigo (Triticum estivium), el maiz (Zea mays), donde los hongos
ocratoxigénicos: A.ochraceusy P. verrucosum, pueden crecer. La presencia
de OTA en el pan proviene de la harina de estos cereales y probablemente
solo una pequenfa parte de esta micotoxina es destruida durante el proceso

de fabricacion del pan (Juan et al., 2007).

Cada pais tiene diferentes variedades de pan, pero el mas consumido
es el de trigo. El pan de maiz es un tipo de pan tradicional muy apreciado
y consumido en las regiones del norte y centro de Portugal. En Espafia el
consumo medio de pan ha sufrido una importante disminucién siendo ac-
tualmente de 77 g/p.c./dia para el pan blanco y de 6 g/p.c./dia para el pan
integral (AESAN, 2011a).

Los estudios de OTA en pan se recogen en la Tabla 27.
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Tabla 27. Incidencia (Inc.: %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en pan

et al., 2007b)

o .
Pais/referencia Producto N Inc (%) Rango Media
muestras (ng/g) (ng/qg)
Portugal (Juan et al., .
2007) Pan de maiz 15 60 0,03.-2,65 0,43
Pan total 61 40,9 0,03-5,86 0,23
Portugal (Juan et .
al.,2008b) Pan de maiz 30 70 n.d.-5,86 0,44
Pan de trigo 31 12,9 n.d-0,26 0,02
Pan de maiz 5 80 n.d.-0,36 0,28
Portugal (Duarte et
al., 2009)
Pan de trigo 36 70,8 n.d.-0,4 0,21
Pan total 50 74 n.i. n.i.
Portugal (Bento et al., .
2009) Algarve 30 80 n.d.-0,49 0,2
Braganca 20 65 n.d.-0,43 0,3*
Pan total 168 84 n.d.-3,85 0,19
Pan de maiz
avinte (Oporto) 23 95,7 n.d.-3,85 0,49
Portugal (Duarte et | Pan de trigo 47 894 | nd-089 | 019
al., 2010) (Oporto) ’ ’ ’
Pan de maiz
(Coimbra) 15 86,7 n.d.-0,95 0,48
Pan de trigo
fresco (Coim- 30 80 n.d.-1,51 0,34
bra)
Pan conven- .
Espafia (Gonza- cional 74 20,3 0,04-19,6 n.i.
lez-Osnaya et al.,
2007) Pan organico 26 23 0,03-0,8 n.i.
Marruecos (Zinedine | b g trigo 100 48 014-149 | 13c

*media de muestras >LOQ, c¢: muestra positivas; n.i.: no indicado en el articulo, n.d.: no detectado
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Incidencia de OTA en pan.

La mayor incidencia de OTA en pan (84%) se detecta en el estudio de
Portugal (Duarte et al., 2010), la mas baja se observa en el estudio de Espa-
na (20,3%) (Gonzalez-Osnaya, 2007). Juan et al. (2008b) observaron que el
pan de maiz presentaba una mayor prevalencia y niveles de contaminacién
que el pan de trigo. Duarte et al. (2010) detectaron diferencias significativas
entre el pan fresco de trigo (incidencia 80%, media 0,34 ng/g) y el de maiz
(incidencia 86,7% y media 0,48 ng/g) en Coimbra. También en Oporto, al
comparar el pan de trigo y el de maiz se apreciaban diferencias significativas
en lo que concierne a los niveles de OTA, presentando el trigo casi la mitad

del nivel promedio.

Niveles de contaminacion de OTA en pan.

Los niveles de contaminacion de las muestras de pan de maiz son muy
similares en los distintos estudios, encontrandose niveles de 0,43 ng/g (Juan
et al., 2007), 0,44 ng/g (Juan et al., 2008b) y 0,48 ng/g en el de Duarte et al.
(2010). Estos valores medios son siempre ligeramente superiores a los de-
tectados en pan de trigo, pero tan solo dos muestras de pan de maiz supe-
ran los limites establecidos por la UE. No obstante, en ocasiones, en el pan
de trigo se detectan valores muy altos, si bien las concentraciones medias

son mas bajas que las del pan de maiz.

Segun los resultados reflejados en los anteriores estudios se puede con-
cluir que el maiz y harina de maiz son mucho mas vulnerables a la conta-

minacion por hongos que sus homdélogos de trigo y por tanto sus derivados.

Comparando los datos de contaminacion del pan de trigo, observamos
que en el estudio de Juan et al. (2008b) los niveles de OTA encontrados

son mas bajos, que los obtenidos en los estudios de Bento et al. (2009) y de
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Duarte et al. (2010) en Portugal (0,02 ng/g vs 0,2-0,3 ng/g), siendo inferiores
a los limites establecidos en la UE. En Gonzalez-Osnaya et al. (2007) cinco
muestras de pan convencional excedian los limites legislados. En Zinedine
et al. (2007b) en Marruecos el 27% de las muestras estan por encima de
limite maximo establecido por la UE. El pan mas contaminado con OTA es
el de Casablanca con niveles de 149,05 ng/g. Estos valores son superiores
a los encontrados en Portugal y Espafia, posiblemente debido al clima de
Marruecos donde la temperatura y humedad son muy altas. En el estudio
de Juan et al. (2008b) se detectd una mayor contaminacion en el pan fresco
que en el pan empaquetado, que podia ser debida al mayor contenido de

conservantes de este ultimo tipo de pan.

Gonzalez-Osnaya et al. (2007) estudiaron la presencia de OTA en pan or-
ganico y pan convencional. Las muestras de pan organico presentaban una
ligera mayor incidencia de OTA atribuible al reducido uso de aditivos en su
elaboracion, pero ninguna de estas muestras superaba los limites estableci-
dos en la UE. Sin embargo, en el pan convencional, 5 de las 74 muestras ex-
cedian estos limites (pan precocido, pan de molde y pan de miga). En este
ultimo estudio se observa una mayor incidencia de OTA en el pan blanco
que en las muestras de pan integral, resultado que contrasta con los obteni-
dos por otros autores, donde se detectan una mayor incidencia en pan con
fibra, pudiendo deberse a que la harina utilizada en la elaboracion del pan
blanco estaba contaminada por OTA. También se observa que el contenido
de OTA es mayor en el pan que se ha fabricado solo de trigo que en aquellos
en los que se utiliza una mezcla de cereales, resultado que no coincide con
la contaminacién encontrada por otros autores, donde se detecta una mayor
contaminacion en pan de cebada, avena u otros cereales. Hecho que podria
explicarse a que la presencia de OTA en cereales depende principalmente

de las condiciones en que le grano es almacenado, secado y de la calidad
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de almacenamiento (Laca et al., 2006). En el estudio de Pacin et al. (2010)
de Argentina no se encuentra OTA en la harina de trigo (N: 55), sin embargo
se detecta DON.

Se puede concluir que el pan es un alimento susceptible a contaminacién
por OTAy que los niveles detectados varian segun el cereal utilizado en su
elaboracion, tanto la variedad como el tipo de cultivo del cereal, asi como

del uso de aditivos.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de pan.

La estimacion de la ingesta de OTA por consumo de pan se recoge en la
Tabla 28, para su célculo se han utilizado los datos de consumo reflejados

en dichos estudios.

La mayor ingesta de OTA a través del consumo de pan se produce en
Marruecos, donde se alcanzan valores 7 veces superiores a la IDT estable-
cida por la EFSA (17,2 ng/Kg p.c./dia) y 25 veces superiores a lo establecido
por el SCF (5 ng/Kg p.c./dia).

En el estudio realizado en Espafa (Gonzalez-Osnaya et al., 2007) estos
valores son elevados puesto que representan un 9,3% de la IDT (EFSA,
2006) y un 32% de IDT fijada por el SCF, si bien es necesario tener en
cuenta que los datos de consumo de pan utilizados para su calculo (156 g/
dia, Mercasa, 2006) son casi el doble de los datos de consumo del resto de

paises.

Si se calcula la ingesta de OTA en las condiciones mas adversas, es decir,
tomando los valores de las muestras mas contaminadas, los resultados se-
rian los siguientes: 0,96 ng/Kg p.c. de ingesta diaria de OTA correspondiente
aun 5,62% de la IDT (EFSA, 2006) en el estudio de Juan et al. (2007), 2,13
ng/Kg p.c. de ingesta diaria de OTAy un 12,58% de la IDT en el estudio de
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Juan et al. (2008b), 0,66 ng/Kg p.c. de ingesta diaria de OTAy un 3,8% de la
IDT en Bento et al. (2009), 1,3 ng/Kg p.c. de ingesta diaria de OTAy un 7,5%
de la IDT en Duarte et al. (2010), 50,96 ng/Kg/p.c. de ingesta diaria de OTA
y un valor de 2,96 veces mas que IDT en el estudio Gonzalez-Osnaya et al.
(2007) y en el informe de Zinedine et al. (2007b), los valores obtenidos su-

peran 83 veces la IDT de la OTA. Estos resultados muestran que Marruecos

es una poblacion altamente expuesta a los efectos de OTA.

Tabla 28. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de pan

Pais/ Peso Datos |[Media| ID media | % IDT OTA
referencia Producto| corporal [consumo|O T A|OTA (ng/Kg| (17,2 ng/Kg
(Kg) (g/dia) |(ng/g)| p.c./dia) p.c./dia)
Portugal (Juan .
et al,, 2007) Pan maiz 60 21,9 0,43 0,15 0,91
Portugal (Duarte Pan maiz 65 21,9 0,28 0,09 0,5
etal, 2009) | oo tigo | 65 66 0,21 0,21 1,2
Pan 60 88,9 0,23 0,34 1,9
Portugal (Juan .
et al., 2008b) Pan trigo 60 67 0,02 0,2 0,17
Pan maiz 60 21,9 0,44 0,16 0,94
Pan
Portugal (Bento | Algarve 65 88a 02 026 15
etal,2009) | Pan 65 88a | 03 0,38 2,0
Braganca
Pan trigo
Portugal (Duarte| fresco 65 67 0.34b 035 2.1
etal,2010) | Pande | g4 219 |049c| 017 0,99
maiz
Espafa (Gon-
zalez-Osnaya et Pan 60 156 0,62 1,6 9,3
al., 2007)
Marruecos (Zi- 7 veces la
nedine et al., | Pan trigo 60 13 577 126 DT
2007b)

a: Instituto Portuglies do Consumidor (IPC) (2005); b: pan fresco Coimbra; c: avintes maiz Oporto; ID:
Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable
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Si se compara estos valores con los reflejados en el informe C.E. (2002)
donde la IDT de OTA debida al consumo de pan en Espafia era de 0,77 ng/
Kg p.c./dia, en Alemania de 0,36 ng/Kg p.c./dia y en Dinamarca de 0,19 ng/
Kg p.c./dia, se observa que los datos obtenidos por Gonzalez-Osnaya et al.
(2007) son mas elevados que los recogidos en este informe (1,6 frente 0,77)
y que los valores de ingesta de OTA por consumo de pan en Portugal se

suelen situar entre los valores de los alemanes y los daneses.

Pero si se asume que el consumo de pan en Espafia ha experimenta-
do un notable descenso, siendo actualmente, segun datos de la AESAN
(2011a) de unos 83 g/dia, la ingesta diaria media de OTA seria mucho mas
baja: 0,87 ng/Kg p.c./dia, valor que se aproxima a los datos del informe C.E.
(2002), no obstante, y dado que el pan forma parte de nuestra dieta habitual,
es necesario adoptar una actitud vigilante con objeto de prevenir y evitar la

ingesta de OTA a través de este alimento.

Otro dato que se observa es que la ingesta de OTA por consumo de pan
es mayor en pan de trigo que la aportada por el pan de maiz, esto es debi-
do a que si bien el pan de maiz estad mas contaminado que el pan de trigo,
debido al mayor consumo de este ultimo (3/4 frente ¥4), contribuye mas a la

exposicion de OTA.
3.1.2. Presencia de OTA en bebidas alcohdlicas

3.1.2.1. Presencia de OTA en cerveza

La cerveza es una bebida que se obtiene de la fermentacion alcohdlica
del mosto elaborado principalmente de cebada germinada, sola o mezclada

con otros cereales, sustancias amilaceas, levadura y agua potable.

Es la tercera bebida mas consumida en el mundo después del agua vy el
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té. Su consumo en 2010 fue de alrededor 182.69 millones de Kl, siendo Asia
(33,6%) la region con mayor consumo, seguida de Europa (27,7%), América
latina (16.215%) y América del Norte (14,5%), no obstante el mayor consu-
mo de cerveza per capita es de la Republica Checa seguida de Alemania
(Kirin Institute of Food and Lifestyle, 2010).

Durante las ultimas dos décadas, numerosos estudios confirman la pre-
sencia de OTA en cervezas procedentes de distintos paises del mundo. En
el informe de C.E. (2002) se refleja que la cerveza contribuye en un 5% en
el total de ingesta de OTA.

La OTA presente en cerveza tiene su origen en la materia prima: cebada
o0 malta o los derivados de cereales usados en el proceso de elaboracion.
Los granos de cebada contaminada contienen cepas ocratoxigénicas como

A. ochraceus y de P. verrucosum que se transmiten a la cerveza.

La OTA aportada por este cereal es estable a la coccidn, pero sufre una
reduccion a lo largo del proceso de elaboracién de la cerveza, de manera
que durante la fermentacion, la levadura retiene parte del contenido original
(eliminando entre 2 hasta 19% de OTA) y el resto es trasmitido a la cerveza
(Bélakova et al., 2011).

En la actualidad la UE no ha fijado un limite para esta micotoxina en la
cerveza, al considerar que su presencia en esta bebida se debe controlar en
otra fase mas adecuada de la cadena de produccién, en concreto en la malta
(Reglamento (UE) n° 105/2010 de la Comision de 5 de febrero de 2010 que
modifica el Reglamento (CE) n° 1881/2006, por el que se fija el contenido
maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios por lo
que se refiere a la OTA). No obstante, en varios paises se ha establecido los
limites maximos permitidos para OTA en cerveza, como Paises Bajos (0,3

ng/ml), Finlandia (0,5 ng/ml) o Italia (0,2 ng/ml) y muchos autores asumen
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como limite recomendado 0,2 ng/ml (Medina et al., 2006).

La Tabla 29 recoge estudios de la OTA en cerveza.

Tabla 29. Incidencia (Inc. %), rango y concentracién media de OTA (ng/ml) en cerveza

i . N° Inc. Rango Media
Pais/referencia | Producto
muestras (%) (ng/ml) (ng/ml)
Cerveza total 31 77 0,205* 0,044
Espaia (A
spafia (Araguas | . lcohol 21 67 0,205* 0,038
et al., 2005)
Sin alcohol 10 100 0,152 0,056
Cerveza total 88 82,9 0,007-0,204 n.i.
Espana (Medina
P ( I Nacional 31 83,8 0,007-0,147 0,036
et al., 2005)
No nacional 57 82,5 0,007-0.204 0,046
Cerveza total 69 100 0,008-0,498 0,070
Espafia (Medina ] .
Nacional 35 100 n.i. 0,085
et al., 2006)
No nacional 34 100 n.i. 0,055
Italia (Bertuzzi et
Cerveza 106 67,9 0,002-0,189 0,019
al., 2011)
Cerveza 35 14 0,012-0,045 0,02
Turquia (Kabak, |\ - onal 31 13 | 0,012-0,045 ni
i , -0, .
2009a)
Importada 4 25 0,012 n.i.
Republica Checa
(Bélakova et al., Cerveza 115 39 0,001-0,244 n.i.
2011)
H ia (Vi t
ungria (Vargaet | o o 25 100 | 0,030-0250 | 0,13
al., 2005)
Corea (Park et al., L
C. doméstica 45 4,34 0,2-0,3 0,20
2005)

C.: cerveza; n.i.: no indicado; *: valor maximo
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Incidencia de OTA en cerveza.

Los estudios recientes de OTA en cerveza muestran incidencias que va-
rian entre 14% (kabak, 2009a) y el 100% (Medina et al., 2006), si bien en
la mayoria se observan incidencias superiores a los datos obtenidos por la
C.E. (2002) (39% de incidencia en cerveza). El motivo de las diferencias
entre los distintos estudios puede ser atribuible a los diferentes métodos de

deteccion y a la distinta calidad de la malta utilizada.

En el estudio de Medina et al. (2006) se observa la mayor incidencia
(100%) que en el resto de los estudios, si bien solo cinco muestran superan
el valor asumido de 0,2 ng/ml de OTA. Estos niveles son similares a los reco-
gidos en informe emitido por C.E. (2002) para Espana, donde en un 97% de
muestras se detecto OTA. Y difieren del estudio de Romero-Gonzalez et al.
(2010) donde en ninguna muestra se detecta OTA. En Hungria (Varga et al.,
2005) todas las muestras de cerveza analizadas estan contaminadas con
pequefias cantidades de OTA (100% de incidencia), pero solo una muestra
presenta un valor superior a 0,2 ng/ml. En Araguas et al. (2005) la incidencia
también es alta (77%), pero ninguna muestra se encuentra por encima limite
legal propuesto, solo una muestra se sitia proxima al mismo. Bertuzzi et al.
(2011) en ltalia la incidencia del 68% es similar a la de Araguas et al. (2005)
pero la contaminacién por OTA es menor. En la Republica Checa (Bélakova
et al., 2011) la incidencia de OTA (39%) se corresponde con los datos obte-
nidos por la C.E. (2002) y tan solo en una de las muestras de “cerveza pale”
el resultado es mas alto, con un valor de: 0,2438 ng/ml. En Kabak (2009a) la
incidencia de OTA en cerveza es la mas baja (14%) y ninguna de la mues-

tras supera el valor tomado como referencia.

Niveles de OTA en la cerveza.

Las concentraciones medias de OTA cerveza varian poco, siendo su va-
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lor medio inferior a 0,2 ng/ml, con excepcion de las muestras analizadas por

Medina et al. (2006) donde se observa un valor maximo de 0,5 ng/ml.

Si se compara los niveles de contaminacion medios de las muestras de
los diferentes estudios con los obtenidos en C.E. (2002) donde la media ge-
neral de OTA en 496 muestra de cerveza fue 0,03 ng/g, se observa niveles
de contaminacion promedio ligeramente mayores, pero siempre inferiores a

0,1 ng/ml.

Bertuzzi et al.(2011) detectaron que los niveles de contaminacion de las
muestras del sur de Europa (Italia, Espana, Turquia y Armenia, los Balca-
nes) fueron siempre inferiores a 0,04 ng/ml, existiendo una diferencia signi-
ficativa respecto al resto de cervezas. La cerveza de Dinamarca presentaba
los niveles de contaminacion mas altos (0,189 ng/ml) (Bertuzzi et al., 2011).
La baja contaminacion de OTA en la cerveza del sur de Europa podria ser
explicada por el hecho de que P. verrucosum es particularmente importante
en el norte de Europa, donde se dan condiciones de frio y de humedad (Ber-
tuzzi et al., 2011). Estos resultados difieren de los recogidos en el informe
C.E. (2002) donde no se encontraron diferencias entre la contaminacién de

las muestras de cerveza del norte de Europa y las del sur.

Tanto en el estudio de Araguas et al.(2005) como en el Kabak (2009a) se
refleja que no existen diferencias significativas entre cervezas sin alcohol y
con alcohol, pero la incidencia y niveles medios de contaminacion son mas
elevados en las no alcohdlicas, posiblemente debido a los diferentes proce-
sos de elaboracién a que son sometidas ambas cervezas. En las cervezas
sin alcohol no se produce fermentacion o es controlada, y si consideremos
que la fermentacion reduce el contenido de OTA, en este tipo de cerveza

cabe esperar una mayor contaminacion.

Por tanto, se puede concluir que estos resultados difieren de informe C.E.
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(2002), donde la incidencia (39%) y los niveles de contaminacion eran bas-
tantes bajos: 0,03 ng/g, si bien la medias de contaminacion nunca superan
el valor recomendado por algunos autores (0,2 ng/ml), y ademas se detec-

tan diferencias entre las cervezas de diferentes origenes.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cerveza.

En la Tabla 30 se recoge el calculo de ingesta humana de OTA debida al

consumo de cerveza.

Tabla 30. Estimacion de ingesta de OTA por consumo de cerveza

ID media| % IDT

Peso Datos | Media
OTA (ng/|OTA (17,| %
Producto| corporal |consumo| OTA Kg p.c./ | 2 ng/Kg | SCF

(Kg) | (mlidia) | (ngla) | ““4i) " | o c.rdia)

Pais/
referencia

Espafa (Ara-

guas et al., Cerveza 60 500 0,044 0,36 2,09 7,2
2005)
oanaties 0 | w0 | w0 | ooss | oz | 17 | s
ﬁfzsgjfgggg; Cerveza | 60 500 | 0,070 | o058 34 | 116
"Z?Z;?ggfﬁf Cerveza | 60 197 | 0019 | 006 036 | 1,24
g':“:tgé:;f %%';) Cerveza 60 200 0,127 | 0,42 2,44 8,4
E‘;E“;gég:)' Cerveza 60 33 0,02 | 0,011 0,06 | 022
Corea (Park et| .\ o g 55 24,9 0.2 0,09 0,52 1,8

al., 2005)

*Recogido en Araguas et al. (2005), ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable

Evaluando la ingesta de OTA atribuible a la cerveza se observa que in-

cluso considerando los valores mas altos recogidos en el estudio de Medina
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et al. (2006), la cerveza contribuye como maximo en un 3% a la ingesta de
OTA, valor inferior al recogido en informe de C.E. (2002): 5% en el total de
ingesta de OTA. No obstante, se encuentran muy por debajo a la IDT esta-
blecida en la EFSA (2006).

En el estudio de Corea, la ingesta de OTA atribuible a la cerveza es muy
baja, pero seria recomendable efectuar una nueva valoracién atendiendo a
los datos de consumo actuales, dado que en los ultimos afios Asia ha expe-
rimentado un notable incremento del consumo de cerveza (Kirin Institute of
Food and Lifestyle, 2010).

Con todos estos datos se puede concluir que, aunque la cerveza no cons-
tituye un factor importante para la exposicion de OTA en la poblacion, si es
una fuente adicional para esta micotoxina que es necesario tener en cuenta

y controlar.

3.1.2.2. Presencia de OTA en vino

El vino es uno de los subproductos mas importantes de la uva, es una
bebida ampliamente consumida tanto en los paises desarrollados como en
aquellos en vias de desarrollo. Segun la estimacion de la OIV (Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino), la produccion mundial de vino del afio
2011 (sin contar zumo y mosto) se situé en 265,8 millones de hectolitros,
unos 600.000 HI mas que en el afio 2010 (OIV, 2012). Espaina produjo el
12,9% de la misma, con 34,3 millones de HI de vino (OEMV, 2012).

La OTA presente en las uvas puede ser transferida de las uvas al vino du-
rante su elaboracion. El vino representa, después de los cereales, la princi-
pal fuente de ingesta diaria de OTA para esta poblacion y supone el 13% de
la ingesta total de OTA en la UE. Los niveles de OTA en el vino depende de

diferentes factores como la ubicacion de los vifiedos (latitud), el clima: pre-
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cipitaciones, la temperatura ambiental y la humedad relativa en los vifiedos,
la fecha de recoleccion, tratamientos fitosanitarios y las distintas técnicas de
elaboracion del vino. En el vino la UE permite un contenido maximo de OTA

de 2 ng/g.

Hay una gran variedad de tipos de vinos, siendo su clasificacion muy
compleja. En la mayoria de estudios se observa que los niveles de OTA son
mas altos en los vinos tintos que en los rosados, seguido de los blancos,
debido a la maceracion del mosto con el hollejo de la uva, lo cual podria fa-
vorecer la extraccion de OTA de ellos. En el caso de los vinos dulces o espe-
ciales, las practicas enoldgicas varian mucho en comparacion con los vinos
secos, por lo que se pueden dar diferentes concentraciones de OTA, que
son generalmente mayores que las de vinos secos (Covarelli et al., 2012).
Estos vinos se pueden clasificar atendiendo al tipo de crianza, que puede
ser biolégica (donde el mosto es protegido del contacto directo del aire por la
formacion de un velo natural de flor, incluye el fino y la manzanilla) o crianza
oxidativa o fisicoquimica (donde el mosto entra en contacto con el aire: vinos
oloroso), o bien segun el tipo de fermentacién, fermentacion total: vinos ge-
nerosos, fortificados o secos y fermentacién parcial: vinos dulces naturales,
donde el mosto procede de uvas maduras, con alto contenido en azucar,
cuya fermentacion se interrumpe por la adicion de alcohol vinico. Las uvas
maduran por diferentes técnicas, por cosecha tardia, por exposicion al sol:
Pedro Ximénez, por deshidratacion en lugares cerrados: camaras frias o
calientes, por colonizacién por hongos: botrycis cinerea dando lugar a po-
dredumbre noble: vinos nobles, o deshidratacion de uvas por cosecha en

invierno: vino de hielo (Valero et al., 2008).

En el Reglamento Europeo (CE) N° 1493/1999, del Consejo de 17 de

mayo de 1999 por el que se establece la organizacion comun del merca-
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do vitivinicola (C.E., 1999), se define “vino de licor” aquel producto con un
grado alcohdlico alcohdlico volumétrico adquirido no inferior al 15% vol. ni
superior al 22% vol. o con un grado alcohdlico total de no menos de 17,5%
vol., a excepcion de ciertos vinos de licor producidos en regiones determina-
das, perteneciendo a esta categoria de los vinos dulces naturales. La UE no
ha establecido los niveles de OTA en estos vinos (excluye los vinos de licor
y los vinos con un grado alcohdlico minimo de 15% vol.) y, a pesar de que
son muchos los estudios sobre OTA en vinos secos de diferentes paises del
Mediterraneo, son pocas las revisiones sobre la presencia de OTA en los

vinos dulces o especiales (Valero et al., 2008).

Estudios de OTA en vinos esparioles.

Espafa es el tercer pais del mundo con mayor produccién de vino, detras
de Francia e ltalia (OlV, 2012). Cuenta actualmente 69 denominaciones de
origen (MAGRAMA, 2012). En Espafia encontramos bibliografia reciente de
la presencia de OTA en vinos tipicos de nuestras regiones: vinos de Jerez y

manzanilla y vinos de la rioja Alavesa, que se recoge en la Tabla 31.

Hernandez et al. (2006) encontraron OTA en un 75% de los vinos dulces
de moscatel y en un 100% de Pedro Ximénez. Burdaspal & Legarda (2007)
estudiaron 290 muestras de vino dulce de diferentes origenes, correspon-
diendo 188 a vino nacional. La tasa de incidencia fue del 97%, reflejando la
presencia generalizada de OTA en este tipo de vino en todo el mundo. Un
9,6% de la muestras de vino de origen Espanol superaba los limites de la
legislacion de la EU no aplicable a vinos licorosos (2 ng/g). Las condiciones
climaticas influian en los niveles de OTA encontrados en los vinos de dife-
rente origen procedentes de un mismo pais, observando los niveles mas
altos de OTA en los vinos producidos en aquellas zonas con condiciones

climaticas favorables, principalmente en la zona mediterranea.
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Tabla 31. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/ml) en vinos

espafoles
o .
Referencia Producto N Inc. (%) Rango Media
muestras (ng/ml) (ng/ ml)
Hernandez et Moscatel 8 75 n.d.- 3,42 1,81
al. (2006) Pedro Ximénez 8 100 0,39-7,30 2,86
Burdaspal & | Vino dulce total 290 97 0.01-4.63 0,5
Legarda (2007)| Vino Espafiol 188 99 ’ ’ 0,65
Valero et al. ) .
(2008) Vinos especiales 121 50 LOD-27,79 1,49
Murillo-Arbizu | Jerez y manza-
et al. (2010) nilla 40 80 <LOD-0,642 0,138
Vino 100 57 0,004-0,179 0,035
tinto joven 32 53 0,007-0,179 0,037
Quintela et al tinto crianza 41 63 0,004-0,169 0,04
(2011) ’ tinto reserva 18 56 0,004-0,060 0,022
gran reserva 3 33 - 0,048
Vino blanco 3 67 0,013-0,015 0,014
rosado 3 33 - 0,007
Vino tinto R.U.16 88 0,010-0.237 0,051
Quintela et al. exportado con Alemania 8 88 0,06-0,138 0,085
(2012) DpOCa Rioia Suiza 3 100 0,03-0,353 0,149
! EEUU 3 67 0,063-0,309 0,125

n.d.: no detectado, DOCa: denominacion origen calificada, lod: limite de deteccion

Valero et al. (2008) estudiaron la presencia de OTA en 121 vinos especia-
les obtenidos con diferentes técnicas de vinificacion y de diferentes origenes
europeos, detectando una incidencia total de 50% y una media de 1,49 ng/
ml. Los vinos que presentaban mayor incidencia y concentracion fueron los
correspondientes a mostos fortificados (mistela y moscatel), con un 91%
de incidencia, 4,48 ng/ml de media de OTA y maximos de 27,79 ng/ml y los
vinos procedentes de uva sobre madurada al sol (Pedro Ximénez, Malvasia)
con un 91% de incidencia, media de 2,77 ng/ml y maximos de 15,62 ng/ml.
Los mostos fortificados podian presentar una mayor contaminacion debida a

que la fermentacion se interrumpe y que, por tanto, la posible eliminacion de
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OTA, referida por ciertos autores, que se produce durante este proceso, no
tiene lugar. La incidencia y contaminacion por OTA observada en los vinos
elaborados a partir de uvas secadas al sol, en comparacion con los vinos
elaborados con uva deshidratadas en camaras frias y calientes, era mucho
mayor, hecho que podria justificarse al considerar que en los tres casos la
fermentacion progresa lentamente debido a la alto contenido de azucar de
los mostos y a que los vinos son envejecidos en madera y que, por tanto, las
variaciones en el contenido de OTA dependen principalmente del proceso
de deshidratacion. La practica de deshidrataciéon de la uva al sol, empleada
en estos vinos dulces, se produce en un entorno abierto donde se crean
unas condiciones favorables para el crecimiento de A. carbonarius, y por
tanto de produccion de OTA (Valero et al., 2008).

Valero et al. (2008) observaron también que la mitad de los vinos fortifi-
cados de larga crianza envejecidos en barricas de madera (Oporto, Jerez,
etc.) se encontraban contaminados por OTA (52% de incidencia) y que los
vinos de cosecha tardia, vinos de hielo y los vinos nobles, no presentaban
contaminacion, debido principalmente a que estos vinos se elaboraron en
regiones frias de Europa. Y alrededor de un 20% del total de las muestras
analizadas contenian niveles de OTA por encima del maximo permitido para

UE en el vino.

Murillo-Arbizu et al. (2010) estudiaron el contenido de OTA en vinos ge-
nerosos con denominacion de origen Jerez: fino, amontillado y olorosos y
manzanilla Sanlucar de Barrameda. Un 80% de la muestras contenian nive-
les de OTA detectable, si bien ninguna de ellas presentaba un concentracion
superior a 2 ng/g. La concentracién media detectada era de 0,138 ng/ml,
siendo muy similar a la detectada en vinos blancos y vinos aperitivos encon-

trados en otros trabajos. Se observé una relacion entre el tipo de crianza del
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vino y la incidencia y concentracién de OTA, detectando que aquellos que

sufren un crianza bioldgica, la tasa y la concentracion de OTA es mas baja.

Quintela et al. (2011) estudiaron el contenido de OTA en 100 vinos de
la Rioja Alavesa. La denominacion de origen cualificada (DOCa) Rioja es
una de las mas antiguas en Espafia. Esta zona presenta cuatro fitoclimas:
semiarido, seco, subhumedo y humedo, ademas se encuentra influenciada
por el Océano Atlantico y por el mar Mediterraneo. La mayor parte de vino
producido en esta region es vino tinto y dependiendo del tipo de proceso de
elaboracion se puede encontrar vino joven, crianza, reserva y gran reserva.
La OTA ha sido detectada en un 57% del total de muestras de esas areas, el
rango de concentracion esta entre 0,004 y 0,179 ng/ml, con una concentra-
cion media de 0,035 ng/ml. Todos los valores detectados estan por debajo
de los limites establecidos por la UE. EI nUmero de muestras positivas era
mas alto en zona semiarida que en la zona seca, mostrando diferencias
significativas, hecho que podria explicarse porque en la zona semiarida hay
menos lluvias y mas altas temperaturas, sin embargo no existe diferencias
significativas entre las concentraciones, atribuible a las buenas practicas
de cultivo y fabricacién. Tampoco detectaron diferencias entre los distintos
tipos de vinos y procesos de produccion, hecho que difiere de otros autores,

donde el vino tinto presenta mayor contaminacion.

Romero-Gonzalez et al. (2010) determinaron la OTA en bebidas alcoho-
licas, detectado una incidencia de 1/9 en el vino analizado y una concentra-

cion de 1,1 ng/g.

Quintela et al. (2012) observaron que la incidencia y la contaminacién de
OTA en vinos de exportacion con DOCa Rioja fueron significativamente mas
altas que los valores obtenidos en Quintela et al. (2011) de vinos de DOCa

Rioja. La media de OTA en los vinos analizados era de 0,077 ng/ml frente a
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la media de 0,037 ng/ml de la ultima referencia. También se detectd al com-
parar el origen de los vinos una mayor presencia y concentracion de OTA en

vinos procedentes de las regiones del sur de Europa.

Por tanto, se puede concluir que si bien las incidencias de OTA detec-
tadas en los vinos espafioles son altas, tal como se refleja en la Figura 10,
alcanzando el 100% en vinos Pedro Ximénez, las concentraciones medias
no exceden los limites establecidos en la UE. Las incidencias recogidas en
los trabajos anteriores son superiores a la incidencia reflejada en el informe
C.E. (2002): 59% y se encuentran proximas a la incidencia detectada en
los vinos del sur de Europa (72%); las medias de contaminacion también
son mas altas que la media de OTA en vino recogida en dicho informe para

Espafa: 0,03 ng/ml.

Ademas, se confirma que los vinos dulces (mostos fortificados como la
mistela y los procedentes de uvas sobre maduradas al sol) presentan una
incidencia y concentracion mas elevada que el resto de vinos donde se al-
canzan valores maximos de 27,79 ng/ml en mostos fortificados (Valero et
al., 2008).

Figura 10. Grafico de la presencia de OTA (incidencia: %) en vinos espafoles

Dincidencia
90 A %

Burdaspal g [ g ar‘ég'?gg 8})3,_ (200 B}Mun‘no» Arbizy et a?(ggge&? etal.(2011)
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Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de vino espafoles.

La evaluacién de ingesta de OTA por consumo de vinos espafoles se

recoge en la Tabla 32.

Tal como se refleja en la Tabla 32 la ingesta de OTA debida al consumo

de vino en poblacion general es inferior a 0,1 ng/kg p.c./dia, representando

como maximo un 1,31% de la IDT. Los niveles de exposicion, tanto para la

poblacion general como para los consumidores de vino dulce, son muy infe-
riores a las IDT establecida por el EFSA (2006).

Tabla 32. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de vinos espanoles

Peso Datos Media I&.’:?g'? % IDT (17,2
Referencia | Producto |corporal| consumo* | OTA (ng/ 9 ng/Kg p.c./
. Kg p.c./ p
(Kg) (ml/dia) ml) : dia)
dia)
Burdaspal & Vino
Legarda dulce total 60 451895 E 0,65 832 82
(2007) espafiol ’ ’ ’
Valero et al. Vinos
(2008) especiales 60 4,93 1,49 0,12 0,7
Murillo-Arbizu| Jerezy
et al. (2010) [ manzanilla 60 50 0,138 0,115 0.66
Quintela et al.| Vino de
(2011) Rioja 70 24,22 0,035 0,012 0,06
R. Unido 70 65,75 0,051 0,048 0,28
Quintela et al.| Alemania 70 56,7 0,085 0,069 0,40
(2012) Suiza 70 105,75 0,149 0,225 1,31
EEUU. 70 25,72 0,125 0,046 0,27

*datos de consumo recogidos en los distintos trabajos, a: Consumidor, b: poblacién general; ID: Ingesta
diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable

Estos niveles son mas elevados que los reflejados en el informe C.E.

(2002) donde se recoge un ingesta diaria de OTA por ingesta de vino de 0,07

ng/Kg p.c./dia para Espafa, pero hay que tener en cuenta que en el estudio
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de Murillo-Arzibu et al. (2010) asumieron una ingesta de 50 ml/ dia de vinos
aperitivos, dato mucho mas alto que el contemplado por UE en el informe
anterior (2.93 g/persona/dia). No obstante, la contribucién a la ingesta de
OTA podria ser mayor en aquellos casos donde los consumidores fueran de
menos de 60 kg y se produjera un consumo regular de vinos con los niveles

maximos de contaminacion detectada.

Por tanto, es importante tener en cuenta que el vino es una de las posi-
bles fuentes de OTA para seres humanos y hay que asumir un actitud vigi-

lante para evitar el consumo humano de OTA.

Estudio de OTA en vinos de Portugal.

Portugal presenta una gran diversidad climatica entre las regiones, in-
fluenciadas por el océano Atlantico y por el mar Mediterraneo. Estas diferen-
cias climaticas y geograficas condicionan el crecimiento de los hongos y por

tanto la contaminacién de la uva por OTA.

Pena et al. (2010) estudiaron 60 muestras de vino (35 de tinto, 25 de
blanco) de diferentes regiones de Portugal. Un 26% de las muestras de vino
tinto y 12% de las muestras de vino blanco se encontraban contaminadas
por OTA. Solo una muestra excedia el maximo permitido por la UE de 2 ng/g
y correspondia al vino blanco, hecho que difiere del resto de autores y que
podria explicarse por la baja calidad de la muestra, dado que generalmente
los vinos blancos presentan niveles de OTA mas bajos que los rosados y los
tintos. En este estudio se estima la IST de OTA con las concentraciones mas
altas (1,23 ng/ml en vino tinto y 2,4 ng/ml en vino blanco), considerando que
el consumo de vino es de 49,9 I/habitante/afio (136,7 ml/persona/dia) y en
un adulto de 60 kg, la IST de OTA es de 20 a 38 ng/Kg p.c. (2,8 ng/Kg p.c./
dia a 5,5 ng/Kg p.c./dia). Estos valores representan un 17% y 32% de la IST.
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Estudio de OTA en vinos italianos.

Italia es el segundo pais productor mundial de vino segun los datos del
OIV (2012) y uno de los paises con mayor indice de consumo por habitante.
Son numerosos los estudios de presencia de OTA en vino italiano. En la Ta-

bla 33 se muestran estudios recientes de esta micotoxina.

En todos los vinos italianos, en general, se detecta un alto porcentaje de
contaminacion pero bajos niveles medios de OTA. La incidencia de OTA,
correspondiente al total de los vinos analizados en los diferentes estudios,
oscila entre 51-77%, pero si se compara la incidencia en los distintos tipos
de vinos se observa que en el estudio de Bacaloni et al. (2005) el vino tinto
en caja alcanza hasta un 100% de incidencia y en Brera et al. (2008) el vino

rosado un 92%.

Casi todos los autores coinciden que la incidencia y la concentracion de
OTA decrece siguiendo el orden de tintos, postres, rosados, blancos, hecho
que podria explicarse por las diferentes condiciones tecnoldgicas utilizadas
en el proceso de elaboracion, menos en Brera et al. (2008) donde se obser-

va mayor incidencia en vinos rosados (Tabla 33).

Brera et al. (2005) no detectaron OTA en los vinos procedentes de Hun-
gria y en los vinos italianos un 0,01% excedian el limite establecido por la
UE. Aresta et al. (2006) detectaron que son los vinos tintos los que muestran
mayor incidencia y concentracion de OTA, con un valor maximo de 2,92 ng/
ml, dato ligeramente superior al fijado por la UE. En Chiodini et al. (2006)
ninguna muestra de vino contenia concentraciones de OTA por encima de
2 ng/mly no observaban diferencias significativas entre la concentracion de
OTA en vino organico y convencional. Se ha sugerido que el uso de fungici-
das en agricultura convencional puede provocar estrés en los hongos y es-

tos generar sus toxinas. También se ha sugerido que los fungicidas podian
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combatir hongos patégenos, pero no la produccion de hongos productores
de OTA que al no tener competencia se encontraban en mejores condicio-
nes de crecimiento y produccion de OTA. En Brera et al. (2008) solo un
2,2% de las muestras excedian los limites de la UE, alcanzandose valores

maximos de 7,5 ng/ml en vino tinto.

Tabla 33. Incidencia (Inc. %), concentracion media y maxima de OTA (ng/ml) en
vinos italianos

Tinto Rosado Blanco

Inc. | Media | Max. | Inc. | Media | Max. Inc. | Media | Max.
% [(ng/ml)|(ng/ml)[ % [(ng/ml)| (ng/ml) | % | (ng/ml)|(ng/ml)

Bacaloniet | *82 | 0,29 1,4 71,4 | 0,32 0,82 62 0,16 0,42

Referencia

al. (2005) |**100| 0,33 0,87 - 66 0,14 0,17
Brera et al. . . .
(2005) 84 n.i. 4.0 56 n.i. 1,04 19 n.i. 0,21

Arestaetal. | . 0,72 2.9 50 | 0,34 0,40 40 0,9 1,95

(2006)
Chiodini et al. i 0,18a | 0,75 iy n.d. . . 0,06 018
(2006) "~ 10,16b | 0,72 o 0,09 o A 0,08 0,22
Brera et al.
(2008) 69 | 034 | 75 92 0,5 4,07 |443| 008 | 1,95
Spadaro et
al. (2010) 69 0,12 | 2,630 | -- 61,3 | 0,08 1,36

* botella; ** caja; a: convencional; b: organico, n.i.: no indicado, n.d.: no detectado, max.: concentracion
maxima de OTA

Se ha estudiado la influencia de la latitud sobre la presencia de OTA en
vinos en ltalia y se ha observado un gradiente de concentracion de norte a
sur, especialmente en vino tinto, atribuible al calor y las condiciones clima-
ticas de humedad que favorece el crecimiento de hongos y consecuente
la produccion de OTA. Brera et al. (2008) detectaron que la concentracion

media de OTA aumenté de manera gradual desde el norte (0,01 ng/ml) hasta
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el sur de Italia (0,54 ng/ml).

Estimacién de la ingesta de OTA por consumo de vino italianos.

La evaluacion de ingesta de OTA por consumo de vinos italianos se re-

coge en la Tabla 34.

Se observa que la ingesta de OTA por consumo de vino en Italia como
maximo es de 1,4 ng/Kg p.c./dia, que representa un 5,6%-8% de la IDT es-
tablecida por la EFSA (2006). E incluso en el peor de los casos, en Brera et
al. (2008), calculando la ingesta de los consumidores habituales de vino en
el sur de ltalia y las islas y teniendo en cuenta los datos de consumo medio,
se obtuvo una exposicion muy baja (1,68 ng/ Kg p.c./dia) que representaba
el 9,8% de la IDT.

Tabla 34. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de vinos italianos

_ | Peso | Datos |y i OTA| ID media OTA | % IDT (17,2
Referencia |corporal| consumo (ng/ml) |(ng/K c./dia)|ng/K c./dia)
Kg) | (mi/dia) g g/Kg p.c. g/Kg p.c.
Bacaloni etal. | 4 250 | 0,14-033 05-12 2,9-6,9
(2005) ' ’ 0= -0,
Brera o al. 70 159,7a | 04-0,6 0,9-1,4 5,6-8
(2005) ’ 4 . :
Brera et al.
2008) 70 83,7 b 0,28 ¢ 0,3 1.9
Spadaro et al. 0,12d 0,8
(2010) 70 83,7 0,06 o 0,14 - 0,09 05

a: valor informe C.E. (2002) para consumidores; b: consumo poblacion general; c: vino de muestras
totales, d: vino tinto; e: vino blanco, ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable
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Estos valores son similares a los recogidos en informe C.E. (2002) donde
la ingesta de OTA por vino era de 0,86 ng/Kg p.c./dia en poblacién general y

de 2,94 ng/Kg p.c./dia para los consumidores.

Por ello la ingesta de OTA por consumo de vino no supone un riesgo para

la salud de la poblacion italiana.

Estudios de OTA en vino en otros paises de UE v fuera de la UE.

En la Tabla 35 se recogen estudios de otros paises. Se observa, que
aunque el porcentaje de muestras positivas indican una alta incidencia de
contaminacioén, alcanzando hasta el 98%, la mayoria de las muestra anali-

zadas presentan bajos niveles de OTA.

Tabla 35. Incidencia (Inc. %), concentracion media y rango de OTA (ng/ml) en vinos
de otros paises

Pais/referencia Muestras Inc. (%) Media Rango
(ng/ml) (ng/ml)
. . 150 69 0,26 n.i.
Grec':/(;%tﬂr)‘ea e | Vino dulce 81,5 0,57 n.d.-2
v Vino seco 66,7 0,17 n.d.-1,5
, tinto 86 0,11 0,01-0,82
Turauia (;/gg% Ka- | rosado 90 0,052 0,01-0.16
’ blanco 85 0,108 0,006-0,62
Hungria (Berente et
al. 2005) 87 0 nd. | -
Hungrlaz(c\)/glf)r?a etal, 65 977 0,01 0-0.53
Cr°a°'azgg'g‘)s etal 1 40 vino 80 . 0,005-0,02
6 mosto 100 o 0,02-0,05

n.i.: no indicado, n.d.: no detectado
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Labrinea et al. (2011) detectaron una alta frecuencia de OTA en los vinos
de Grecia (69%), sin embargo en la mayoria de muestras los niveles de con-
taminacién eran relativamente bajos (media de OTA 0,26 ng/ml), un 91% de
las muestras presentan concentraciones de OTA inferiores a 1,0 ng/ml y solo
una muestra alcanzaba el nivel maximo permitido por la UE. En el estudio de
Var & Kabak (2007) todas las muestras de vinos procedentes de Turquia es-
taban por debajo de los limites establecidos por la UE. Berente et al. (2005)
no detectaron OTA en las 87 muestras analizadas de vino de Hungria, hecho
que confirma la teoria del gradiente de norte a sur, donde la contaminacién
por OTA es menos probable en las regiones del norte, sin embargo, Varga et
al. (2005) detectaron que un 97,7% de los vinos de Hungria se encontraban
contaminados por OTA, pero solo una muestra de vinos contenian mas de

0,5 ng/ml.

Labrinea et al. (2011) encontraron una mayor incidencia y concentracion
de OTA en vino de postre (dulces) que en los vinos secos resultado que
coincide con Valero et al. (2008) donde la deteccion de OTA en vinos dulces
excede el 90% de las muestras analizadas, alta incidencia en comparacién

con la de los vinos secos.

En Labrinea et al. (2011) se observa un amento del grado de contamina-
cion en los vinos desde el norte al sur de Grecia (media de OTA en vino del
norte, oeste y centro de Grecia: 0,08 ng/ml, media de OTA en el sur de Gre-
cia: 0,23 ng/ml), especialmente en vinos de postre, igual que Var & Kabak
(2007) que observaron que la localizacion geografica de origen tenia una
fuerte influencia en los niveles de OTA de los vinos. Los vinos del noroeste
y oeste de Turquia se encontraban mas contaminados que los vinos del
centro, pero diferian de Varga et al. (2005) en Hungria donde el gradiente

norte-sur no era tan evidente.
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Como se ha comentado previamente se detecta el gradiente de concen-
tracion de OTA en vinos de diferentes colores. En Var & Kabak (2007) y Var-
ga et al. (2005) las mas altas concentraciones se observaron en vino tinto,
mientras que en Lambrinea et al. (2011) los vinos tintos presentaban una

mayor incidencia de OTA que los blancos, pero la media era similar.

En Labrinea et al. (2011) no se apreciaban diferencias significativas en
los niveles de OTA en vino cultivado de forma convencional y organica. La
incidencia en vino convencional es 70,9% y en vino organico es 63%, y la
media en vino convencional es 0,28 ng/ml y en vino organico es 0,12 ng/
ml, hecho que coincide con Chiodini et al. (2006) que tampoco detectaron

diferencias significativas entre ambas formas de cultivo.

Flajs et al. (2009) en Croacia estudiaron la presencia de OTA en 6 mues-
tras de mosto tinto, seis de vino obtenido a partir de dicho mosto y cuatro
muestras de vino embotellado en 2007, detectando que todas la muestras
de mosto, a diferencia del vino, se encontraban contaminadas por OTA. La
concentracion de OTA en mosto era superior a los vinos. La OTA presente
en el mosto estaba relacionada con la contaminacion de uvas durante el
prensado y la maceracion, su concentraciéon disminuia durante la fermenta-
cion, pero no se eliminaba complemente. No encontraron ninguna colonia
de Aspergillus carbonarius ni en el mosto ni en el vino, a pesar de que ser el
mas comun productor de OTA, hecho que podria explicarse por la presencia
de otros hongos productores de OTA como el A. tubingensis, A. ochraceus

o A. niger.

Estimacion de la ingesta OTA por consumo de vino.

Varga et al. (2005) calcularon la ingesta de OTA por ingesta de vino, ob-
servando que para una persona de 60 Kg con un consumo semanal de 100

ml, la ingesta diaria de OTA era de 0,18 ng, lo que suponia un 3,6% de la
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ingesta diaria establecida por el SCF (5 ng/Kg p.c./dia).

Por tanto, se puede concluir que, aunque es dificil comparar el porcentaje
de muestras positivas y los niveles de OTA en vino entre los distintos paises,
debido a la gran variedad de vinos analizados y las diferencias entre los
LOD de los métodos de analisis empleados, el vino tinto y el dulce parecen
ser los mas contaminados y las muestras del sur muestran mayor incidencia

y concentraciones de esta micotoxina.

3.1.3. Presencia de OTA en condimentos y especias

Las especias o condimentos aromaticos son las plantas o partes de las
mismas, frescas o desecadas, enteras, troceadas o molidas, que por su co-
lor, aroma o sabor caracteristicos se destinan a la preparacion de alimentos
y bebidas, con el fin de incorporarles estas caracteristicas, haciéndolos mas
apetecibles y sabrosos. Generalmente tras su recoleccion se secan, alma-

cenan y se comercializan.

Las especias se producen tradicionalmente en los paises tropicales, don-
de el clima es propicio para la contaminacion por micotoxinas (alta tempe-
ratura, humedad y precipitaciones). Normalmente, se desecan en el suelo,
al sol y en unas condiciones higiénicas que favorecen el crecimiento de

hongos y produccién de OTA.

La UE produce pocas especias, la mayoria las importa. La produccion to-
tal de la UE de especias ascendio a 125 mil de toneladas en el afio 2010, de
las cuales el 95% consistié en pimenton y chile, la mayor parte producidas
en Hungria y Rumania. En Espafia destaca la produccién de pimentén de
Caceres y Murcia, ampliamente utilizado como ingrediente en la gastrono-
mia espanola (IBCE, 2010). Segun el informe de C.E. (2002) las especias

contribuyen en un 8% en el total de ingesta de OTA en la UE.
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En el norte de Africa, las especias, tanto de produccion local como las im-
portadas, son uno de los alimentos mas susceptibles a la contaminacion por
OTA. La poblacion de Tunez utiliza diariamente gran variedad de especias,
para dar aroma a los alimentos asi como por sus propiedades antioxidantes
(Zaied et al., 2010). Por ello, es necesario el control de los niveles de OTA
en especias, para garantizar un producto libre de contaminacién, disminuir

el riesgo para la salud y mejorar su calidad (Shundo et al., 2009).

El Reglamento (UE) n° 105/2010 de la Comisién de 5 de febrero de 2010
que modifica el Reglamento (CE) n® 1881/2006, por el que se fija el con-
tenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenti-
cios, establecié la concentracion maxima de OTA en las especias del genero
Capsicum spp. (frutos de dicho género secos, enteros o pulverizados, con
inclusion de los chiles, el chile en polvo, la cayena y el pimentdn), Piper spp.
(frutos, con inclusién de la pimienta blanca y negra) Myristica fragrans (nuez
moscada) Zingiber officinale (jengibre), Curcuma longa (curcuma) y la mez-
cla de especias que contengan una o mas de las especias antes menciona-
das, siendo el nivel maximo de OTA permitido hasta el 30 de junio de 2012
de 30 pug/Kg y de 15 ug/Kg a partir de julio del 2012. El Reglamento (UE) n°
594/ 2012 de la Comision de 5 de julio de 2012 que modifica el Reglamento
(CE) n® 1881/2006 ha aplazado la aplicacion del menor contenido maximo

de Capsicum spp permitiendo hasta el 31.12.2014 valores de 30 ug/Kg.

La contaminacion de especias por OTA ha sido descrita en diversos es-
tudios, algunos de ellos se recogen en la Tabla 36, si bien hay que indicar
que son anteriores a la aplicacion de Reglamento (UE) n® 105 anteriormente
mencionado, por lo que asumen un limite maximo de OTA 10 ng/g mucho

mas restrictivo que el actual.
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Tabla 36. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en especias

. o -
Pais/ . Producto N Inc. (%) Rango Media
referencia muestras (ng/g) (ng/g)
, . Comino, pimienta
Tuanez (Ghali o
et al., 2008) roja pl.mler)ta negra, 14 57,1 1,7-7,2 3,5
jengibre
Tunez (Ghali | Comino, pimienta roja, )
etal,2009) | pimienta negra 13 30 0.75-5,5 17
Especias 112 58 25-925 244
Alcaravea 24 54 28-510 244
Ttinez (Zaied Cilantro 20 50 74-576 206
etal., 2010) Curcuma 25 52 39-925 290
Pimienta 20 65 26-643 274
negra
Paprika 70 70 31-528 203
Espafia 20 Murcia 60 n.i. <A1
P — 20 Brasil n.i. n.i. 3-4
(Almela et al., Pimenton . . .
2007) 20 Zimbaue n.i. n.i. 3-4
130 Peru 130 7,42-101,5 n.i.
Espafia P'mer:"rr;k‘;“'ce’ 64 98 0,1-281 n.i.
(Santos et al., Pap
2010) Pimentén picante, chili 35 100 0,62-44,6 n.i.
Portugal (Lino .
et al., 2006) Cilantro 10 0 n.d. n.d.
Especias 43 14 n.i. =210
Rusia Capsicum 17 35 n.i. 210
(Goryacheva
102009 | L e
pimienta blanca, 25 0 n.d. -
jengibre
Especias 91 36 0,4-66,2 n.i.
Hungria (Faze-|Pimienta negra pimien-
kas et al., |[ta blanca mix especias 16 0 n.d. n.d.
2005a
) Pimienta roja (cayena) 32 46 0,4-66,2 8 d>e1%I|as
. 1 de ellas
Chili 5 20 - 21
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Tabla 36. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en especias

. ° .
Pais/ . Producto N Inc. (%) Rango Media
referencia muestra (ngl/g) (ngl/g)
Brasil (Shundo .
et al., 2009) Paprika 70 85 0,24-97,2 7
India (Saha et o
al., 2007) Chili 16 0 n.d. -
Pimienta 120 47,5 0,5-13,6 3,2
Pimienta negra molida 30 56,7 0,23-12,64 2,2
Malasia (Jalili | 5. .
et al., 2010) Pimienta negra grano 30 63,3 0,15-13,58 2,07
Pimienta blanca molida 30 26,7 0,21-3,4 0,34
Pimienta blanca grano 30 43,3 0,18-2,4 0,61
Malasia (Jalili o
& Jinap, 2012) Chili 80 81,25 0,2-101,2 7,15
Hong Kong Especias 22 50 0,05-0,82 0,173
(Chung et al.,
2009) Condimentos 30 5 0,005-0,99 0,077

n.d.: no detectado, n.i.: no indicado

Incidencia de OTA en especias.

En la Tabla 36 se observa que el numero de muestras de especias conta-
minadas por OTA es muy variable y oscila de 0 a 100%. Es en el estudio de
Santos et al. (2010) en Espafia donde la incidencia de OTA en especias es
mas alta, un 100%. Resultados similares se describen en el trabajo de Brasil
(Shundo et al., 2009) donde en un 85% de las muestras se detecta OTA.

Estos valores son superiores a los detectados en Tunez, en el trabajo de
Ghali et al. (2008) y en el estudio de Zaide et al. (2010), que presentan una
incidencia similar de alrededor del 58%. Valores mas bajos se reflejan en

Chung et al. (2009) y en el informe de C.E. (2002), observandose en este
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ultimo que un 52% de las muestras presentan contaminacion por OTA, con
una concentracion media entre 1,150- 5,061 ng/g. En el estudio de Rusia
(Goryacheva et al., 2006) la incidencia es mas baja (14% del total especias
y 35% de las especias del género capsicum) también en Hungria (Fazekas
et al., 2005a) con un 36% de incidencia. Estos datos son contrarios a los ob-
tenidos en la India (Saha et al., 2007), donde no se detectdé ninguna muestra

contaminada por OTA.

Niveles de OTA en condimentos vy especias.

La concentracion de OTA en las especias varia de unos estudios a otros
dependiendo del pais de origen del producto y por tanto de sus condiciones
climaticas y sus practicas agricolas. La concentracion de OTA mas elevada
se da en el estudio de Tunez (Zaied et al., 2010), donde se observa un maxi-

mo de 925 ng/g.

Las especias mas estudiadas son las del género Capsicum, en concreto
el pimentdn y las especias del género Piper: pimienta negra y blanca. El
pimentdn es el producto seco obtenido de la molienda de los frutos selec-
cionados, sanos y limpios de diversas variedades del genero Capsicum. La
pimienta es el fruto de Piper nigrum, una baya, que se puede utilizar entera
o polvo obteniendo distintas pimientas segun el procesamiento a que se

someten.

En el estudio de Santos et al. (2010) el pimenton dulce (paprika) presenta
concentraciones maximas (281 pg/Kg) mucho mas altas que las del chili
(44,6 ug/Kg), circunstancia que también se refleja en estudio de Hungria
(Fazekas et al., 2005a) donde en el chili es menor la incidencia y los niveles
de contaminacion por OTA. En el estudio de la India (Saha et al., 2007) en
ninguna de las muestras de chili analizadas se detecta OTA. Esto podria

ser explicado por el efecto inhibidor de capsaicina, componente activo de
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los pimientos picantes. Estos resultados no coinciden con los del estudio
de Jalili & Jinap (2012) donde se detecta una alta incidencia de OTA en las
muestras de chili. La toxina se encontré en 81,3% de las muestras con un
rango entre 0,2y 101,2 ng/g y un 15% de las muestras superaron el nivel de
10 ng/g, si bien la concentracion media fue de 7,15 ng/g. Esta alta incidencia
y los niveles encontrados de OTA en chili son frecuentemente detectados en
paises localizados en zonas tropicales y subtropicales, entornos que ofre-
cen condiciones favorables para el crecimiento de hongos y produccion de

micotoxinas.

En Zaied et al. (2010) las especias que mayor niveles de OTA presentan,
en comparacion con el resto de las especias, son la curcuma seguida de la

pimienta negra.

El pimentdn rojo producido en Brasil, estudiado por Shundo et al. (2009),
presenta OTA en concentraciones superiores a las reflejadas para la mis-
ma especia y mismo origen en el trabajo de Almela et al. (2007). La gran
contaminacion por OTA en las muestras del pimentdon en Brasil, podria ser

debidas a las condiciones climaticas en las que se cultiva.

Jalili et al. (2010) en Malasia estudia la pimienta negra y la blanca. Ma-
lasia es uno de los paises mas importantes productores de pimienta del
mundo. La pimienta negra se recoge a mitad de su maduracion y se seca.
La pimienta blanca se obtiene del grano totalmente maduro privado de la
parte externa del piper nigrum. La incidencia de contaminacion por OTA en
la pimienta negra (tanto molida como en grano) fue significativamente ma-
yor que en la pimienta blanca. Asi mismo, la concentracion media total de
OTA mas alta se detecto en la pimienta negra molida (2,167 + 3,52 ng/qg),
seguida de la pimienta negra en semilla (2,07 + 3,61 ng/g). La concentracion

media mas baja se encontré en la pimienta blanca. Esta diferencia podia
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estar relacionada con el efecto del proceso. Ambas pimientas se producen
generalmente por la misma planta, pero la pimienta blanca se obtiene tras
eliminacion del pericarpio, que es uno de los métodos fisicos de reduccion

de micotoxinas.

Lino et al. (2006) en Portugal estudiaron el cilantro, especia tradicional-
mente utilizada en este pais, no detectandose la presencia de OTA, a dife-
rencia de Alemania (C.E., 2002) donde se detectd en 21 de las 31 muestras
de cilantro, con una media de contaminacién 1,48 ng/g y en el estudio de
Zaied et al. (2010) donde un 50% de las muestras de cilantro se encontra-

ban contaminadas por OTA, con niveles maximos de 576 ng/g.

La mayoria de estos estudios comparan sus resultados con un valor re-
comendado de 10 ng/g, siendo los trabajos de Espafia (Santos et al., 2010),
Rusia (Goyacheva et al., 2006), Hungria (Fazekas et al., 2005a), Brasil
(Shundo et al., 2009) y Tunez (Zaied et al., 2010), donde se detectan mues-
tras por encima de este valor, encontrandose en este ultimo un 35% de las

muestras que superan este valor.

Si se considera que hasta julio del 2012 el valor permitido para las distin-
tas especias era de 30 ng/g, observamos que las medias de OTA detectadas
se ajustan a los valores establecidos en el Reglamento (CE) n° 1881/2006,
si bien encontramos valores maximos que superan hasta 7 veces este valor
como es el caso del pimentén dulce analizado por Santos et al. (2010) y

hasta 30 veces este valor en Tunez (Zaied et al. 2010).

El 28 de septiembre 2011 la AESAN publicéd un estudio sobre la presen-
cia de OTA en pimentén en el mercado nacional, tanto con denominacién
de origen “La Vera”, como sin denominacién de origen, comparando los re-
sultados con las muestras adquiridas en Hungria (AESAN, 2011b). En este

informe se recoge que en todas muestras analizadas se detectaba la pre-
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sencia de OTA a niveles superiores al limite de deteccion (0,017 ng/g) y que
un 21,1% de las muestras superaban el contenido maximo en vigor. El valor
medio de OTA en el pimenton era de 31,77 ng/g alcanzando valores maxi-
mos de 206,37 ng/g. Las muestras adquiridas en Hungria que superaban el

contenido maximo en vigor en la UE eran del 6,7%.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de condimentos y especias

En ningun estudio, salvo el efectuado por Food Safety Authority del R.U.
(FSA, 2005) en donde se recogia un rango de contaminacién por OTA en es-
pecias de 0,2-152,2 ng/g, se determina la ingesta de OTA debida al consu-
mo de especias. En este estudio se evalud la exposicién dietética utilizando
datos de recetas disponibles, determinando que sdélo dos muestras podrian
superar la exposicion de 5 ng/Kg p.c./ dia establecida por el SCF, una de

pimiento organico y otra de chili molido.

En el informe de C.E. (2002) se refleja que para un consumo de especias
1,44 g/personal/dia (Italia, para toda la poblacién) la ingesta de OTA es de
0,12 ng/Kg/dia. Asumiendo el consumo de especias por persona y dia: 1,44
g para una persona de 70 Kg, (valor C.E., 2002 en ltalia) y considerando el
valor maximo detectado OTA en estos estudios, se ha procedido al calculo

de la ingesta de OTA por especias recogido en la Tabla 37.

Estos datos reflejan que en las condiciones mas adversas, el consumo de
especias contribuye en mas de un 8% (C.E., 2002) en el total de ingesta de

OTAYy en el caso de Tunez es 6 veces superior.

Por tanto, y aunque el consumo de especias, en el conjunto de la dieta,
no es muy grande, es necesario controlar su contaminacién, con objeto de
cumplir los limites maximos establecidos en la legislacion y asi proteger la

salud del consumidor. Ademas, cabe recordar que, desde julio del 2012,
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el valor permitido de OTA en especias es mucho mas restrictivo (la mitad
del valor anterior), por lo que debe reforzarse las practicas para prevenir
y reducir la contaminacion de OTA en las especias (Reglamento (UE) n°®
105/2010).

Tabla 37. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de condimentos y especias

Pais/ Valor | IDmedia o \nt oA (17,2 %
referencia Producto maximo |OTA (ng/Kg. ng/Kg. p.c./dia) | SCF
OTA (ng/g) p.c./d) e
Espafia (Almela . .
et al., 2007) Pimenton 101,5 2,1 12 42
Pimenton 281 57 33 114
Espaia (Santos
et al., 2010)
Chili 44,6 0,92 53 18
Hungria
(Fazekas et al., cayena 66,2 1,36 7.9 27,2
2005a)
Tunez (Ghali et .
al., 2008) Especias 7,2 0,15 1 3
Tunez (Zaied et .
al., 2010) Curcuma 925 9,17 53 183

ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable, SCF: Comité Cientifico de Alimentos de la UE.

3.1.4. Presencia de OTA en plantas medicinales y aromaticas

Las plantas, sus raices, sus flores o semillas han sido utilizadas desde
hace mas de cinco mil afios para prevenir o curar enfermedades. Actual-
mente casi el 50% de la poblacién en la UE las consume como complemen-

tos alimenticios o en la medicina tradicional (Santos et al., 2009).

Las plantas medicinales y aromaticas son susceptibles a la contamina-

cion por micotoxinas. La contaminacion fungica puede ser el resultado de
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malas practicas de produccion, de cosechado y/ o de almacenamiento. Ade-
mas, los tratamientos usados para disminuir la carga microbiana (la radia-

cion o el vapor) no disminuyen el contenido de micotoxinas.

Sin embargo, a pesar del amplio uso de las plantas medicinales, hay po-
cas publicaciones sobre su contaminacion por hongos y micotoxinas si se

compara con otros alimentos.

Trucksess et al. (2007) en USA observaron que 4 de las 10 muestras de
ginseng analizadas presentaban niveles de OTA entre 0,4 y 1,8 ng/g. Santos
et al. (2009) en Espana detectaron que un 63% de las plantas medicinales y
aromaticas analizadas contenian OTA, alcanzandose maximos de 17,3 ng/g
en hojas de salvia. También se observé que la contaminacion no se producia
por una sola micotoxina, sino que todas las muestras estaban multi-contami-
nadas. En China Han et al. (2010) reflejaron en su trabajo que solo 4 de las
51 muestras analizadas de plantas medicinales presentan bajos niveles de

contaminacion de OTA.

Por tanto, el consumo frecuente de hierbas contaminadas, aunque sus

niveles sean bajos, podria suponer un riesgo para la salud.

3.1.5. Presencia de OTA en café

Los granos de café son las semillas del fruto pulposo que da un arbusto
de hoja perenne del género Coffea. Este arbusto crece en el estrato mas
bajo de los bosques tropicales e incluye un gran numero de especies, entre
las cuales las mas importante son: Coffea arabica denominada café arabi-
ca, variedad que constituye entre el 60 y el 70% de la produccién mundial y
Coffea canephora denominada: robusta, que constituye entre el 30 al 40%
de la produccion mundial. El café arabica, en general, se produce en toda

América Latina, Africa Central y oriental, en la India e Indonesia. El café ro-
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busta se produce en Africa occidental, sudeste de Asia y en parte de Brasil
(FAO, 2012).

El café pasa por distintas etapas desde su recoleccién como cereza o
baya en el pais de produccion hasta que se exporta como café verde o crudo
sin tostar. El principal objetivo de la elaboracion primaria es aislar la semilla
mediante la eliminacion de las diversas capas o tegumentos que rodean a
la baya y su secado hasta que el contenido en humedad del café verde sea
inferior al 12%. Existen dos procesos basicos de elaboracion de café verde:
“beneficiado o procesado en seco” que consiste en el secado de la baya
entera y su posterior trilla o descascarillado (para liberar los granos), produ-
ce el café verde natural o café en baya seca y “beneficiado o procesado en
himedo” donde las bayas sufren un despulpado o descerezado, seguido de
una fermentacion que degrada la cubierta mucilaginosa que rodea al grano,
un lavado para eliminar los restos de pulpa y posterior secado obteniendo
café en pergamino que es descascarillado. Estos granos secos se comercia-

lizan como café verde y posteriormente se tuestan (FAO/OMS, 2012).

La producciéon mundial de café se estimo en 8 millones de Tn en el 2010,
siendo Brasil seguido de Vietnam los principales paises productores de café
verde (FAOSTAT 2010). Europa es el mayor consumidor de café, seguido
de EEUU.

El café es un producto que, por sus condiciones de elaboracién o alma-
cenamiento, presenta tendencia a contener determinadas micotoxinas. La
OTA es la principal micotoxina encontrada en el café, con concentraciones
que oscilan entre 0,1-80 ng/Kg en el café verde, (Gopinandhan et al., 2008).
Se han identificado tres especies pertenecientes al género Aspergillus como
responsables de la produccion de OTA. El agregado A. niger, que es la mas

frecuente, en particular en el café robusta, pero cuya produccién de OTA es
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débil. La variedad A. carbonarius, que suele ser rara, pero la mayor parte de
las variedades aisladas parecen producir OTA en cantidades considerables
y A. ochraceus que es la especie mas importante en el café y que alrededor
del 75 al 90% de las variedades producen OTA (FAO, 2012). Las especies
productoras de OTA en el café varian segun las regiones. Los cafés de ori-
gen Africano generalmente tienen niveles mas altos de OTA que los de ori-

gen asiatico y latino americano (Bayman & Baker, 2006).

Segun el informe de C.E. (2002) el café contribuye un 10% al promedio
de ingesta total de OTA en la UE.

La UE ha establecido los niveles maximos de OTA en café tostado en
grano y café tostado molido en 5 ng/g y para el café soluble (instantaneo) de
10 ng/g. El nivel de OTA en café verde no se ha legislado, al considerar que

la presencia de OTA se controla en la fase de tostado del café.

Los datos relativos a la reduccién de OTA con el tostado del café son
muy dispares, variando desde 12% hasta el 90% (Kabak, 2009b). Esta va-
riabilidad puede estar relacionada con el proceso de tostado, la distribucion
heterogénea de la toxina y las diferentes condiciones de andlisis (Castella-
nos-Onorio et al., 2011). La Federacion Europea de café recomienda que
en la compra de café verde no se supere el nivel de 15 ppb de OTA, ya que
si durante la elaboracion del café se consigue una reduccion moderada de
OTA del 66%, este café no superara los limites establecidos por la UE para
el producto terminado. Antes del Reglamento (CE) N° 1881/2006, en Europa
algunos gobiernos establecieron niveles maximos para la OTA en café ver-
de, en ltalia un nivel de 8 ng/g, en Grecia de 20 ng/g y en Finlandia de 5,0
ng/g (Castellanos-Onorio et al., 2011). Son numerosos los estudios publi-
cados sobre café verde en grano de distintos origenes y de ambos tipos de

café y sin embargo el numero de estudios de café procesado: café tostado,
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instantaneo, descafeinado, etc., es mas limitado.

Presencia de OTA en café verde.

Diferentes publicaciones, que se recogen en la Tabla 38, ponen en evi-

dencia el problema de contaminacion del café verde por OTA.

La presencia de OTA en café verde ha sido estudiada por autores en los
paises productores, mostrando incidencias que varian desde 56 al 100% y
con un rango de concentraciones que oscilan entre 0,2 y 360 ng/g (Noonim
et al., 2008).

Tabla 38. Incidencia (Inc. %), rangoy concentracion mediade OTA(ng/g) en café verde

o .
Pais/referencia Producto N Inc. (%) Rango Media
muestras (ng/g) (ng/g)
Grano café verde 64 98 0,6-27 n.i.
Thailandia
(Noonim et al., |Arabica café verde 32 89 <0,6-5,5 2,3
2008)
Robusta cereza 32 100 1,3-27 57
seca
India
(Gopinandhan et Café verde 80 74 0,3-13 2,17
al., 2008)
Jordania (Salem )
& Ahmad, 2010) Café verde 11 63 2,19-6,57 4,09
Brasil (Batista et ) .
al., 2009) Café verde 289 56 0,1=100 n.i.
Italia (Imperato et . . *
al,, 2011) Café verde 9 1 n.i. 23,70

n.i.: no indicado, * valor maximo

En Noonim et al. (2008) en Thailandia se detecta la incidencia mas alta,
el 98% de la muestras de café analizadas estaban contaminadas con OTA,

pero la cantidad detectada era relativamente baja, excepto en dos muestras
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de café robusta en baya seca o natural, donde se encontraron concentracio-
nes de 18 ng/g y 27 ng/g respectivamente. En Gopinandhan et al. (2008) la
incidencia era también alta (74%) pero el nivel medio de OTA era bajo: 2,17
ng/g. Solo cinco muestras se encontraban por encima de 5 ng/g legislados
(94% de muestras estan por debajo de 5 ng/g) y la concentracion mas alta
se detectd en café robusta natural. La media de OTA era mas alta en el café
procesado via seca que en el café lavado, existiendo un correlacién entre el
método de procesado y la contaminacion por OTA. Este dato coincide con
los obtenidos por Noonim et al. (2008) donde en las muestras de café robus-
ta, la concentracién promedio de OTA en el café en baya seca fue superior

(27 ng/g) a la que se encontro en el resto de café.

En Duris et al. (2010) se refleja que, tanto en los granos de café defectuo-
sos como en los sanos, el contenido de OTA es superior en el café procesa-
do por el método seco que el procesado via hUmeda, existiendo diferencias
significativas entre ambos métodos de tratamiento post-cosecha (en granos
de café defectuosos: 29,7 ng/g (seco) vs 10,6 ng/g (humeda) y granos de
café sanos 1,9 (via seca) Vs 1,0 ng/g (via humeda)). Esta diferencia podria
ser debida a que el proceso via seca se efectia normalmente directamente
sobre el suelo y a que el control ejercido sobre este sistema de procesado
post-cosecha es menor, por o que cabe esperar una mayor contaminacion

en café natural.

La elevada incidencia de OTA en café en estos paises, podria explicarse
por el hecho de que la India y Tailandia, zonas productoras de café, presen-
tan unas condiciones climaticas, geograficas y sociales similares, que son
favorables para la produccion de micotoxinas; Jordania, cuya poblacion es
consumidora de café importado, también presenta condiciones de humedad

y temperatura propicias para el desarrollo de hongos y por tanto para la pro-
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duccién de OTA y su nivel econémico no permite el control y la prevencion

de esta contaminacion (Salem & Ahmad, 2010)

En el informe de C.E. (2002) el 36% de las muestras de café verde se
encuentran contaminadas, incidencia mucho mas baja que la recogida en
los estudios anteriores. La media ponderada de OTA es superior en Euro-
pa del sur que en el norte (2,29 ng/g vs 1,248 ng/g). Esta tendencia podria

atribuirse a las diferencias en la calidad higiénica del café verde importado.

En Italia (Imperato et al., 2011) solo detectaron una muestra de café ver-
de importado de Costa Rica con altos niveles de OTA: 23,70 ng/g. Batista
et al. (2009) evaluaron la incidencia de OTA en el café en las diferentes
etapas de maduracion y de procesamiento, observando que el porcentaje
de muestras contaminadas, asi como los niveles por encima de 5,0 ng/g de-
pendian del tipo de fraccion de café analizado y del tipo de procesamiento,
representando el café verde proveniente del suelo y del flotante (método de
seleccién por flotacién) un serio problema de contaminacion por OTA. En 82
muestras de café procedente del suelo los niveles de OTA detectados fueron
superiores a 100 ng/g. En el café flotante (café sobremadurado eliminado
por proceso de flotacién en agua) 12 de 35 muestras presentaban niveles
superiores a 5 ng/g. En Duris et al. (2010) se observa que la contaminacion
por OTA del grano depende en gran medida de la calidad y las condiciones
sanitarias de las bayas en el momento en que son cosechadas. Detectaron
que, sean cual sean los sistemas de produccion post-cosecha, los granos
dafados estan mas contaminados que los granos sanos (18,0 y 1,2 ng/g,
respectivamente). Los granos de café sanos, obtenidos por vias humeda
y por la seca, presentaban menor contenido de OTA (0,2 ng/g en café per-
gamino y 0,4 ng/g en café natural) que los granos con defectos, donde se

alcanzé una contaminacion ponderada del 8,8 y 10,3 ng/g respectivamente.
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En este trabajo, la existencia de defectos podria ser responsable de mas del

98% de la contaminacién por OTA en un lote de café.

Por tanto, se confirma que el café verde es una de las materias primas
mas susceptibles de contaminacion por OTA. Ademas los diferentes estu-
dios de café verde de todos los origenes han revelado que la contaminacién
por OTA puede ser mas frecuente en algunas zonas que en otras, aunque
no necesariamente en forma uniforme. Sin embargo, ningun pais productor

de café esta por completo libre del riesgo de contaminacion por OTA.

Presencia de OTA en café procesado.

La Tabla 39 recoge algunos estudios de la presencia de OTA en café

procesado.

Tabla 39. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA en café procesado

o .
Pais/referencia Producto N Inc. (%) Rango Media
muestras (ng/g) (ng/g)
Café t°St.fd° 72 486 | 1214421 | 217
Espafia (Coronel et composites
al., 2011) .
_Café tostado 45 95 130524 | 2,07
diferentes marcas
Japon (Kumagai i
Café tostad 9 33 0,11-0,33 0,22
et. al., 2008) ate fostado
Brasil (de Almeida - .
et al., 2007) Café instantaneo 82 98,9 0,17-6,29 1,24
Hon Kong (Chung . .
et al., 2009) Caféy te 24 25 0,97 0,1

*Valor maximo

Coronel et al. (2011) efectuaron dos estudios, uno con 45 muestras de
cuatro marcas diferentes de café y otro de 72 composites procedentes de un

total de 204 muestras de diferentes tipos de café que se agruparon para pro-
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ceder a su analisis. En el primer estudio, en 43 de las 45 muestras se detec-
t6 OTA por encima del LOD (95% incidencia). No se observaron diferencias
significativas entre las diferentes marcas ni entre los distintos tipos de café
y solo un valor (5,24 ng/g) superaba el limite establecido por la UE. Exclu-
yendo este valor, el rango de la contaminacion era inferior a 5 ng/g (1,3-2,75
ng/g). En los composites en un 49% de las muestras se detecté OTA. La
diferencia de incidencia entre estos dos estudios era atribuible al diferente
muestreo aplicado o la heterogeneidad de la distribucion de las micotoxinas.
El nivel de contaminacién de las muestra en ambos analisis era muy similar,
2 ng/g. La incidencia detectada en los composites de café molido tostado de
Catalufia: 48,6%, es similar a la obtenida por C.E. (2002) (46%).

En estudios realizados en otros paises como China y Japén, la presencia
de OTA en café tostado comercializado varia entre 25% y 33%, mientras que

los niveles medios son bajos, oscilando entre 0,1-0,2 ng/g.

Son pocos los estudios disponibles sobre la presencia de OTA en café ins-
tantaneo. de Almeida et al. (2007) en Brasil estudiaron 82 muestras de café
instantaneo de diferentes marcas, detectando que 81 (98,8% de incidencia)
se encontraban contaminadas. Los resultados no mostraban diferencias en
los niveles de contaminacién por OTA en las 22 marcas. En el informe de
C.E. (2002) la incidencia y los niveles de OTA en el café instantaneo es dife-
rente en cada pais, encontrando rangos de incidencia que van desde 0% en

Portugal hasta 100% en Espafia y medias que oscilan entre 0,15- 2,10 ng/g.

Comparando los resultados de los estudios para el café verde y café pro-
cesado, se observa que las incidencias son similares, alcanzando el 98%
de muestras contaminadas en ambos casos. Los niveles de contaminacion
también son similares, salvo en un caso puntual del café importado de Costa

Rica, donde el valor de OTA es de 23,7 ng/g (Imperato et al., 2011). Estos
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datos no coinciden con los recogidos en el informe C.E. (2002) donde el
porcentaje de muestras positivas en el café procesado fue mayor que en el
café verde (46% vs 36%), hecho atribuible a los diferentes procedimientos
de muestreo y a la practica de la mezcla de café. En dicho informe al com-
parar las medias de las muestras de café verde y procesado (3,64 ug/Kg vs
1,09 ug/kg) se observaba una marcada reduccion de la OTA, probablemente
debida a las mezclas del café y las pérdidas durante los procedimientos

tecnoldgicos.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de café.

El estudio de la ingesta de OTA por consumo de café se recoge en la
Tabla 40:

Tabla 40. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de café

. Media Datos . % IDT OTA |
ref:f:\lcia Producto| OTA | consumo (:]D ln}zedlac?"jl'i,:) (17,2 ng/Kg S(/;F
(nglg) |café (g/dia)|'"9'"9 P-C p.c./dia.)
Espafa .
café 9,85a 0,19 1,1 3,8
(2,0%61"1‘;1‘ tostado | 207 | 11,58b 0,22 127 | 44
Brasil (de café
Almeida et |. . 1,24 10 0,17 1,03 3,4
al., 2007) instantaneo

a: datos obtenidos del estudio para poblacion en general; b: datos para los consumidores.
ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable, SCF: Comité Cientifico de Alimentos de la UE.

La ingesta de OTA estimada por el consumo de café resulta inferior al
valor de la IDT: 17,2 ng/Kg p.c./dia (EFSA, 2006). En el informe C.E. (2002)
se evaluo la ingesta de OTA a través del café. En Espafia fue de 0,15 ng/Kg
p.c./dia, (consumo 7,46 g café/dia) que es ligeramente menor que el esti-
mado en el estudio de Coronel et al. (2011). En el resto de paises la ingesta

de OTA variaba desde 0,06 ng/Kg p.c./dia en ltalia a 0,42 ng/Kg p.c./dia en
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Finlandia.

En todos estos casos, las estimaciones se calcularon asumiendo que la
OTA presente en la café tostado se extrajo completamente en la bebida de
café, sin embargo existen evidencias de que el porcentaje de extraccion de
la micotoxina varia con el proceso de elaboracién y que, por tanto, la ingesta

de OTA puede ser inferior a la calculada (Coronel et al., 2011).

3.1.6. Presencia de OTA en cacao y chocolate

El cacao es el producto que resulta de la fermentacién y secado de las
semillas del fruto del cacao (Theobroma cacao), arbol situado en regiones
tropicales de Africa Occidental (responsable del 68% de la producciéon mun-
dial), Sudamérica y el sureste asiatico. En estos paises se producen las
fases iniciales del procesado del cacao: la fermentacion y el secado, para su

posterior trasporte a los paises productores del chocolate.

El clima de estos paises junto con las practicas agricolas, favorecen el
crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas. La OTA es la princi-

pal micotoxina presente en el cacao (Mounjouenpou et al., 2008).

En todas las etapas de la cadena de producciéon primaria pueden haber
hongos y OTA presentes: en la recoleccién (generalmente manual), en la
apertura de las bayas maduras para separar las semillas, durante la fer-
mentacioén llevada a cabo en cajones o apilando las semillas sobre hojas de
banano con objeto de eliminar la pulpa adherida a la semilla y de generar
aromas, en el secado (solar o mecanico), en el almacenamiento y el trans-
porte (en sacos de yute o en contenedores) y en la elaboracién secundaria.
No obstante, la mayor parte de la OTA presente en el cacao se concentra en

las cascaras de las semillas (Amezqueta et al., 2005).

Una vez el grano de cacao esta seco suele transcurrir un tiempo hasta
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que es procesado en las industrias chocolateras; en estudios recientes se
muestra un incremento de la OTA en las etapas posteriores de procesa-
miento, principalmente durante el almacenamiento. El grano de cacao seco
es altamente higroscépico, de modo que durante el almacenamiento y el
transporte puede absorber humedad (alcanzando valores de 10-12% de hu-
medad) y asi favorecer el crecimiento de hongos y consecuentemente la

produccion de micotoxinas (de Magalhaes et al., 2011).

De acuerdo con el documento de trabajo del Comité de Expertos so-
bre “contaminantes agricolas” del Comité Cientifico de la Alimentacion de la
Comision Europea, las propuestas de regulacién de OTA en materia prima
(granos de cacao, torta de cacao, cacao en polvo) eran de 2 ug/kg y de 1
Mg/kg para productos de cacao de consumo (chocolate en polvo, chocola-
te, bebidas de chocolate) (FAO/OMS, 2007). Recientemente, la Comunidad
Europea (Reglamento (UE) n°® 105/2010) ha decidido que, basandose en la
informacion disponible, no parece necesario establecer un contenido maxi-
mo de OTA en el cacao y productos del cacao, dado que no contribuyen
significativamente a la exposicion a la OTA y rara vez se han encontrado

concentraciones elevadas de OTA en estos productos.

No obstante, y dado que en la elaboracién del cacao la OTA no siempre
se elimina totalmente, es necesario controlar sus niveles con independencia

de que estén o no legislados.

Presencia de OTA en granos de cacao.

La incidencia de la contaminacion por OTA en cacao en grano se recoge
en la Tabla 41.

En Brasil, zona productora de cacao, Copetti et al. (2010) estudiaron la

presencia de hongos ocratoxigénicos y la deteccion de OTA en grano de
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cacao de origen brasilefio en las distintas etapas de procesado. La OTA se
ha encontrado en todas las etapas (post-cosecha, fermentacion, secado al
sol y almacenamiento) observando una mayor incidencia durante las ultimas
fases (51%). Este hecho podria explicarse porque en la etapa de secado,
punto critico del proceso, al perder agua el grano, se reduce el nUmero de
competidores, debido a la mayor sensibilidad de las bacterias y de las le-
vaduras al bajo contenido de agua disponible, permitiendo el desarrollo de
hongos productores de OTA. Sin embargo, solo dos muestras, del total de

221, presentaron valores superiores a 2 ng/g.

Tabla 41. Incidencia (%), concentracion media y maxima de OTA (ng/g) en granos
de cacao

Pais/referencia Incidencia (%) Media (ng/g) | Maximo (ng/g)
Antes fermentacion 0 < 0,01 <0,01
Brasil (Copetti et al., Fermentacion 27 0,05 1,70
2010) Secado al sol 51 0,13 5,54
Almacenamiento 52 0,10 4,64
Convencional temprana 55 0,05
Convencional tardio 55 0,11
Brasil (de Magalhaes Oganico temprana 77 0,26 ni
etal., 2011) Organico tardio 77 0,08 o
Cacao fino temprana 100 5,43
Cacao fino tardio 55,5 0,23

Nigeria (Dongo et
al., 2008)

Camerun (Moun-

Cacao en grano 92 38 277,5

Cacao seco fermentado pro-

jouenpou et al., . ~ n.i. 48
2008) cedente de vainas danadas
Espafia (Amezqueta Grano sin tostar 60 0,82 6,9

et al., 2008)

n.i.: no indicado

De Magalhées et al. (2011) determinaron la presencia de OTA en grano
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de cacao seco de Brasil, fermentado y secado al sol, producido median-
te tres modelos diferentes de cultivo en diferentes épocas de cosechado:
convencional, organico y cacao fino de aroma (producido por ambos proce-
sos), variedad esta ultima que se caracteriza por una fermentacion y secado
especial de sus granos para afadir una calidad quimica especifica con un
aroma y sabor superior. Los resultados indican que la contaminacién de ca-
cao brasilefio por OTA es baja. Un 92,5% de las muestras (n=54) presentan
niveles de OTA por debajo de 2 ng/g. La media de los niveles de OTA es
de 0,45 ng/g y el mayor contenido de OTA se encuentra en cacao fino y de
aroma cosechado en la época temprana (abril-agosto). También observaron
una mayor incidencia en los cultivos organicos: el 77% frente a un 55,5% en
el cultivo convencional. Estos resultados muestran que tanto el periodo de

cosecha como el modelo de cultivo influye en el contenido de OTA.

Dongo et al. (2008) en Nigeria, estudiaron los niveles de contaminacion
por OTA en cacao en grano de este pais, siendo los valores encontrados los
mas altos de todos los estudios anteriores, indicando que el cacao en grano
en Nigeria puede contribuir a la ingesta diaria de OTA. En Camerun, Moun-
jouenpou et al. (2008) evaluaron como el tipo de tratamiento post-cosecha,
en cajas o apilados, del cacao influye en el tipo de hongos filamentosos y su
toxigénesis, observando que la integridad de la semilla repercute en el nivel
de contaminacion y que el cacao seco fermentado procedente de vainas de

mala calidad era el mas contaminado por OTA, con niveles de hasta 48 ng/g.

Se puede concluir que las variaciones estacionales, las practicas de cul-
tivo, las condiciones fitosanitarias, la cosecha, la fermentacion y las con-
diciones de transporte pueden influir en el crecimiento de hongos y en la
produccion de OTA en el grano de cacao (Nwagu & Ire, 2011). Y que la con-

taminacion por OTA de los granos de cacao varia en los diferentes estudios
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si bien son pocas la muestras que superan el valor recomendado FAO/OMS
(2007) de 2 ng/g.

Se han intentado aislar e identificar los hongos que producen OTA en las
semillas de cacao. Mounjouenpou et al. (2008) observaron un alto contenido
de OTA en muestras de cacao donde el Aspergillus carbonarius habia sido
aislado. También Coppetti et al. (2010) concluyeron que el A. carbonarius
era la principal fuente de OTA en el cacao si bien otras especies ocratoxigé-
nicas aisladas también podian contribuir a su formacioén. Sanchez-Hervas et
al. (2008) examinaron muestras de granos de cacao procedentes de Sierra
Leona, Guinea Ecuatorial y Ecuador, evidenciando que aunque existian di-
ferentes especies productoras de OTA en el cacao, las cepas de Aspergillus
eran los hongos principalmente aislados en los granos. Ademas, su capaci-
dad para producir OTA fue alta, de un 44,7% las cepas de A. niger agregado
y del 100% el A. carbunarius, pero la mayor cantidad de OTA era producida
por A. niger agregado. En Amezqueta et al. (2008) identificaron los hongos
presentes en chocolate en grano sin tostar de diferentes origenes y su po-
tencial toxigénico, no encontrando correspondencia entre los niveles de OTA
y la presencia de hogos productores de OTA durante el almacenamiento, no
obstante algunas muestras contenian A. carbonarius con una alta capacidad
de produccion de OTA. Copetti et al. (2011) investigaron la micobidtica de
los granos de cacao desde la granja hasta el chocolate, observando que el
mayor numero y la mayor diversidad de hongos se detectaron en las mues-
tras recogidas en la produccién primaria, especialmente durante el secado
y almacenamiento. En cuanto a la presencia de especies potencialmente
toxigénicas y los niveles de actividad de agua requerida para la multiplica-
cion y produccion de las micotoxinas, los datos encontrados en este estudio

sugieren que la etapa de secado es critica en la produccion de micotoxinas.
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Presencia de OTA en cacao vy sus derivados.

Las semillas del cacao no se consumen directamente, sino se someten
a una transformacion industrial (elaboracién secundaria). El grano de cacao
fermentado y seco, se tuesta, se descascarilla y se muele, obteniendo la
pasta o licor de cacao, un liquido viscoso que contiene alrededor de un 50%
de grasa. La pastal/licor de cacao se puede mezclar con otros ingredientes o
se puede prensar para obtener manteca de cacao y cacao en polvo. El pro-
cesado de la semilla de cacao influye en el contenido de OTA del producto
final. Segun el documento de debate sobre la OTA en el cacao de la Comi-
sion del Codex Alimentarius un porcentaje variable de la OTA presente en
las semillas se elimina fisicamente al retirarse las cascaras de las semillas

(50%), el resto aparecera en los derivados del cacao (FAO/OMS, 2011).

La presencia de OTA en los productos de cacao ha sido estudiada por

distintos autores y se recoge en la Tabla 42.

Las incidencias detectadas en el cacao y sus derivados son altas, oscilan
entre 60 y 100%. Sin embargo, los niveles de concentracion media son re-
lativamente bajos, salvo en Turcotte & Scott (2011) donde seis muestras de
cacao en polvo presentaron un contenido de OTA >2 ug/kg. Estos datos son
similares a los reflejados en el informe de la Tarea de Cooperacion Cientifi-
ca 3.2.7. (C.E., 2002) donde un 81% de los productos de cacao analizados
estaban contaminados por OTA, siendo el nivel de contaminacién promedio
de 0,23 ng/g.

En estos estudios se observa una tendencia de niveles crecientes de
contaminacién por OTA paralela al aumento del contenido de sélidos de ca-
cao desengrasados o magros en los productos, lo que sugiere una afinidad
de la OTA por la fraccion de cacao libre de grasa (Copetti et al., 2012). El

cacao en polvo, que es el producto con una mayor cantidad de solidos de

157



3. Resultados y discusion

cacao en su composicion, presenta los niveles mas altos de contaminacion.
Segun RD 1055/2003, del 1 agosto de 2003, R.T.S. sobre productos de ca-
cao y chocolate destinados a alimentacion humana, el chocolate negro y
chocolate con leche deben tener en su composicion un minimo de 14 y
2,5% de sdlidos de cacao magro, respectivamente y el chocolate blanco no
presenta cacao libre de grasa en su composicion, hecho que explicaria los

niveles de OTA en estos chocolates (Copetti et al., 2012)

Tabla 42. Incidencia (%), concentracion media y maxima de OTA (ng/g) cacao y
derivados

. . . . . Maxim
Pais/referencia Incidencia (%) Media (ng/g) aximo
(ngl/g)
Japon (Kumagai et al.,
2008) Chocolate amargo 65 0,35
Japon (Chung et al.,
2009) 100 0,37 1,7
Cacao polvo alcalizado 100 2 7,8
Cacao en polvo 100 0,89 2,6
Canggstt(T;(;i?t)te & Cacao para cocinar 100 0,63 1,4
’ Chocolate negro 100 0,38 0,88
Chocolate con leche 71 0,11 0,19
60
Cacao en polvo 100 0,55 1,82
. Chocolate negro 76 0,20 0,74
ltalia (Brera et al., 2011) | b ces de chocolate 45 0,15 0,42
Huevos pascua 33 0,20 0,50
Chocolate con leche 26 0,15 0,26
Chocolate en polvo 100 0,39 0,92
. . Chocolate negro 100 0,34 0,87
Brasil (ggﬁg;t' etal, Chocolate con leche 100 0,15 0,45
Chocolate blanco 92 0,03 0,05
Chocolate amargo 100 0,31 0,6
100
Chocolate polvo para cocinar 0,94 1,66
Chocolate polvo para beber
H"(';gEﬁgng/ (taza) 0,13 0,19
2006)’ Pasta de chocolate 0,47 0,93
Chocolate negro 0,16 0,19
Chocolate con leche 0,13 0,21
Chocolate para untar 0,15 0,23
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En los ultimos afios y dado que se ha estimulado el consumo de choco-
late paralelamente al aumento de los niveles de cacao en las formulaciones
(chocolates mas puros) debido a la efectos beneficiosos que se le atribuyen
para la salud, es necesario llevar a cabo un control continuo de la OTA en
chocolate y aumentar los estudios orientados a prevenir la acumulacion de
esta micotoxina en la materia prima, ya que estos productos de alto conte-
nido de cacao tienden a presentar la mayor cantidad de OTA, posiblemente
debido a que esta micotoxina parece estar asociada a los solidos de cacao

libres de grasa.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de cacao.

La ingesta de OTA a través del consumo de cacao y sus derivados se
determind en grupos especificos de poblacién (nifos) en el informe C.E.
(2002) y corresponde a una ingesta de OTA de 0,67 ng/Kg p.c./dia en Reino
Unido, y 0,66 ng/Kg p.c./ dia en Alemania. El cacao y sus productos deriva-
dos contribuyen en un 4% en la ingesta semanal tolerable de OTA (4,8 ng/

Kg p.c./semanal).

En la Tabla 43 se recoge los estudios donde se ha evaluado la ingesta de

OTA por consumo de cacao y sus derivados.

En Brera et al. (2011) evaluaron la exposicién a la OTA por consumo de
productos derivados de cacao. La ingesta semanal mas elevada de OTA se
asocio al consumo de productos de chocolate a los huevos de Pascua por
los nifios (grupo de 0 a 10 afos). En 2003, el Ministerio de Salud italiano,
apelando al principio de prevencion, establecié un limite legal para OTA en
cacao Yy los productos de cacao: 0,5 ug/kg para los productos de chocolate
y 2,0 ug/kg para el cacao en polvo (Circolare, 2003); que con posterioridad y
en base a la evaluacién de riesgos realizada por Brera et al. (2011), el Con-

sejo Superior de la Salud de lItalia decidi6 eliminar.
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Tabla 43. Estimacion de la ingesta de OTA por cacao y derivados

Media Datos .
Referencia | Producto | OTA E(gggls;): s)o consumo (:‘D l?edlaccl)(;l';:)
(nglg) 91 (gidia) |"ITIPE
Cacao en 10-17/ 57,1Kg
polvo 0,55 masculino 2.9 0,02
Italia (Brera et | Chocolate y 9-9,9/
al., 2011) derivados 029 26,1 Kg 7.3 0.08
Huevos 0-10/
pascua 0,20 25 Kg 17 0,01
Hong Kong 142 11
(FEHD, 2006) Chocolate 0,14 47 Kg 3 0,03

ID: ingesta diaria

Por todo ello y aunque el cacao no es un alimento importante dentro de
la dieta, contribuye en el total de la ingesta alimentaria de OTA. Asi mismo
y dado que la base de datos actuales no incluyen a los nifios, es necesa-
rio aportar mas informacion para evaluar las tasas de exposicién de este
segmento de consumidores y de los que consumen grandes cantidades de
determinadas especialidades regionales de productos derivados del cacao
que pueden contener OTA (EFSA, 2006).

3.1.7. Presencia de OTA en frutos secos y frutas desecadas

3.1.7.1. Presencia de OTA en higos desecados

Son unas frutas desecadas que, junto con los orejones de albaricoque,
de melocotdn, las ciruelas y las uvas pasas, forma parte de la cocina tra-

dicional. Tienen una gran valor nutritivo y pueden ser consumidos directa-
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mente o como pasta de higos en diferentes postres y dulces. Los principales
paises productores se encuentran en la zona del Mediterraneo y en Asia
Menor, hecho que esta relacionado con el area de origen y la difusion del

cultivo de la higuera.

Turquia fue el principal productor mundial de higos en el ano 2010 con una
produccion de 254838 Tn, seguido de Egipto con una produccion de 184972
Tn (FAOSTAT, 2010). En Turquia, los higos se producen principalmente en
la region del Egeo, donde las practicas de transformacion y conservacion de
los frutos son muy propicias para el desarrollo de hongos y la produccion de
micotoxinas. Los principales importadores de higos desecados son los pai-
ses integrantes de la Comunidad Econémica Europea, en concreto, Francia

seguido de Alemania.

Los frutos, una vez han alcanzado un grado de madurez adecuado, se
recolectan y se secan directamente al sol en suelo, especialmente en las
zonas rurales. Durante este proceso de secado, la humedad del fruto dismi-
nuye y se concentran los azucares, creando un medio selectivo para espe-

cies de hongos como Aspergillus niger seccion nigri (Zinedine et al., 2007c).

Aunque no existe normativa en la UE que regule la presencia de OTA en
higos secos (no esta contemplada en el Reglamento (CE) n°® 1881/2006),
actualmente la mayoria de paises europeos solicitan el analisis de OTA en
higos a las empresas exportadoras y se toma como referencia el maximo
nivel tolerable para uvas pasas (10 ng/g) (Pavon et al., 2012). Paises como
Alemania han establecido un limite de 8 ng/g de OTA en los higos secos
(Bircan, 2009).

Algunos estudios sobre la presencia de OTA en higos secos se recogen
en la Tabla 44.
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Tabla 44. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en higos

desecados
Pais/referencia | N° muestras Inc. (%) Rango (ng/g) | Media (ng/g)
Turquia 115 (afios 2003-
(Karbancioglu- Guler 2004) 47.8 0,12-15,3 0,52
& Heperkan, 2008)
Turquia (Bircan, 2009) 98 18 0,87-24,37 43
Turquia (Senyuva et | n=58 afio 2003 14 max.: 13 n.i.
al., 2005) n=41 afno 2004 15 max.: 26,3 n.i.
Marruecos (Zinedine
et al., 2007¢) 20 65 0,03-1,42 0,33
Brasil (lamanaka et ;
al., 2005) 19 95 0,1-23,4 n.i.
Espaia (Pavon et al., .
2012) 25 88,6 <0,1-277 n.i.

n.i.: no indicado, max.: maximo

Incidencia de OTA en higos desecados.

La mayor incidencia de OTA en higos desecados se detecta en el estudio
de Brasil, donde todos los higos analizados son importados (lamanaka et
al., 2005). En Marruecos, donde la poblacién marroqui es una importante
consumidora de frutos secos, bien directamente o como ingrediente de los
productos tipicos, en especial en época del Ramadan, la incidencia de OTA
en higos secos recogida en un estudio de Zinedine et al. (2007c) es también

alta.

En Turquia se han llevado a cabo distintos estudios para conocer el grado
de contaminacion de las frutas desecadas. Senyuva et al. (2005) detectaron

una menor incidencia de OTA en las muestras destinadas a exportacion que
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la reflejada en el trabajo de Karbancioglu-Giler & Heperkan (2008) para el
mismo periodo de estudio (afios 2003-2004), hecho que podria explicarse
por la deteccién y eliminacién de los higos secos potencialmente contami-
nados durante la clasificacion llevada a cabo en el estudio. Senyuva et al.
(2008) identificaron la presencia de hongos y sus micotoxinas en 50 higos
rechazados, encontrandose en 32 higos niveles de 0,4 a 1710 ng/g y que
un 50% de las muestras presentaban niveles por encima de 1 ng/g. Karban-
cioglu-Gller & Heperkan (2008) concluyeron que la OTA se produce en la
etapa de secado y que en un 96,5% de las muestras el valor es inferior a
1 ng/g; pero que estos valores podian aumentar en las etapas siguientes:
transporte, almacenamiento y procesado si las condiciones son favorables.
Los hongos responsables de la produccion de OTA en los higos de Turquia
son el género Aspergillus niger, cuya temperatura optima de crecimiento es
de 30° Cy la Aw optima es de 0,98, temperatura que se alcanza entre agosto
y septiembre en estas regiones y que por tanto favorece la produccién de
OTA.

Pavon et al. (2012) en Espana analizaron 35 muestras de higos secos ad-
quiridas en supermercado y comercios minoristas, observando la presencia
de OTA en un 88,6% de los muestras. En el informe de la C.E. (2002) la UE
detecta un incidencia del 10% con maximo de 0,8 ng/g en higos importados

por Reino Unido.

Niveles de contaminacion de OTA en higos desecados.

En cuanto a los niveles de contaminacion de los higos por OTA, Senyuva
et al. (2008) encontraron los niveles mas altos, alcanzandose hasta 1710
ng/g, si bien corresponden a muestra rechazadas presuntamente contami-
nadas por OTA. Bircan (2009) y Karbancioglu-Guler & Heperkan (2008) de-

tectaron que alrededor de un 3% de las muestran presentaban niveles por
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encima de 8 ng/g (nivel establecido por Alemania), encontrandose concen-
traciones maximas de 24,4 ng/g. En Zinedine et al. (2007c) todas las mues-
tras se encontraban por debajo de 10 ng/g. lamanaka et al. (2005) detecta-
ron que un 26% de las muestras presentaban niveles por encima del 5 ng/g
y un 16% superiores a 10 ng/g. Pavon et al. (2012) observaron que un 8,6%
de las muestras analizadas contenian concentraciones superiores de OTA
a las permitidas por la legislacién europea para uva pasa (10 ng/g), valor
tomado como referencia. Las concentraciones maximas determinadas, 247
ng/g y 275,7 ng/g de OTA, correspondian a muestras que habian sido ela-

boradas con técnicas tradicionales y adquiridas en el mercado ambulante.

Todos estos resultados muestran que, dada la incidencia y los niveles de
concentracion detectados en los higos desecados (maximos de 277 ng/g),
es necesario controlar la calidad de estas frutas desecadas, asi como todas

sus etapas de produccion.

3.1.7.2. Presencia de OTA en uvas pasas

Las pasas son un tipo de frutas desecadas obtenidas a partir de las uvas
maduras, cosechadas y secadas de manera natural al sol en los paseros o
de forma artificial en hornos o secadores. Existen diferentes variedades, en-
tre otras, las pasas de Corinto, procedentes de uvas negras, las pasas sul-

tanas obtenidas a partir de uvas blancas tipicas de Turquia y las moscatel.

Las uvas en el proceso de secado pierden alrededor del 70% de su con-
tenido de agua, disminuyendo la actividad de agua y aumentando la concen-
tracion de azucares, de modo que se crean unas condiciones adecuadas y

selectivas para el crecimiento de hongos productores de micotoxinas.

Tal como se refleja en la Tabla 45 las pasas suelen presentar contamina-

cion por OTA; asi mismo la cantidad de notificaciones de alerta por presen-
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cia de OTA en estas frutas desecadas se ha incrementado desde el 2003
(Bircan, 2009). Por ello, en la UE se han establecidos limites maximos de 10

ng de OTA por gramo de pasas.

Tabla45. Incidencia(Inc. %),rangoy concentracion mediade OTA(ng/g)enuvas pasas

Pais/referencia Inc. (%) Rango (ng/g) Media (ng/g)
Turquia (Meyvaci et al., :
2005) 68 0,02-54 3,4
Turquia (Aksoy et al., )
2007) 91 0,3-100 1,4
Turquia (Bircan, 2009) 53 0,5-58 52
Marruecos (Zinedine et
al., 20070) 30 0,05-4,95 0,96
Italia (Imperato et al., .
2011) 25 <1,5-9,9 n.i.
Brasil (lamanaka et al., .
2005) 67 >30 n.i.
Uvas pasas blancas
Argentina (Chulze et al., 88 7,5 44
2006) Uvas pasas negras 14 6,3
68
Argentina (Ponsone et
al., 2010) 60 0,26-20,8 1,07-14,5

n.i.: no indicado

Turquia es el segundo productor de pasas del mundo de las que el 90%
son destinadas a exportacién. Entre los estudios de OTA en pasas llevados
a cabo en este pais encontramos el de Meyvaci et al. (2005) sobre la pro-
duccidn pasas sultanas no procesadas durante varios afnos (1998-2004) en
la region del Egeo, observando variaciones considerables en la incidencia y

los niveles de OTA en los diferentes afios, atribuibles a el efecto del procesa-
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do, el numero de muestras analizadas o las variaciones anuales. Las pasas
sultanas producidas en el afio 1998 y en el afio 2000 mostraban una baja
incidencia de contaminacién, con un valor medio de 1 ng/g y 0,95 ng/g, res-
pectivamente, mientras que en el afio 2002 mostraban la mayor incidencia
con un valor medio de 6,24 ng/g. En un 32% no se detectaba OTA; el 58%
presentaban niveles comprendidos entre 0,02-10 ng/g, mientras que un 10%
presentaban concentraciones superiores al 10 ng/g, siendo la concentracion
media en el total de las pasas no procesadas de 3,4 ng/g, observandose

maximos de 54 ng/g.

Aksoy et al. (2007) estudiaron las pasas sultanas procesadas de Tur-
quia en un periodo similar a Meyvaci et al. (2005), encontrando que en un
9,1% de la muestras no se detectaba OTA, el 90,3% presentaban un rango
comprendido entre 0,3-10 ng/g y solo en un 0,6% de las pasas analizadas
superaban los valores establecidos por la UE. La concentracion de OTA me-
dia era de 1,4 ng/g, si bien se detectaban maximos de 100 ng/g. En este es-
tudio, aunque el numero de muestras donde se detecta OTA era superior al
de Meyvaci et al. (2005) (90% vs 68%), la media observada era mucho mas
baja (1,4 ng/g frente a 3,4 ng/g), pudiendo deberse al proceso de seleccion
de materia prima llevado a cabo en el estudio de Aksoy et al. (2007) donde
se analizaban las pasas procesadas (rechazando la materia prima de baja
calidad y procediendo a la seleccion 6ptica manual). No obstante, se apre-
ciaba que las operaciones de procesado, si bien reducian el contenido de
OTA, no eliminaban la contaminacion, sino la tendencia era arrastrar la con-
taminacién desde los vifiedos a la produccion final y también se observaba
que la incidencia y el nivel de contaminacién variaba en funcién de los afos
estudiados, siendo mayor en los afios 1999 y 2002, afos donde en ambos

estudios se observan mayores niveles de OTA.
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Bircan (2009) detectaron en las pasas sultanas de Turquia destinadas a
exportacion una menor incidencia que los anteriores trabajos (53%) y solo
dos muestras (4%) presentan concentraciones superiores a 10 ng/g. Tanto
en Zinedine et al. (2007c) como en Imperato et al. (2011) ninguna muestra

supera 10 ng/g.

En Brasil lamanaka et al. (2005) estudiaron pasas blancas y negras, en-
contrando una incidencia de OTA del 67%, donde un 17% de las pasas ne-
gras presentaban valores por encima de los limites establecidos por la UE,
alcanzandose valores de 34 ng/g, mientras que en ninguna de las pasas
blancas se observaron valores por encima de 10 ng/g. Esto podria deberse
al diferente tratamiento al que se someten las pasas blancas en su proceso

de elaboracion.

En Argentina, Chulze et al. (2006) observaron una mayor incidencia en
las pasas blancas que en las negras (88% vs 68%) pero el nivel de conta-
minacioén era superior en las pasas negras que en las blancas (la media en
pasa negras era de 6,3 ng/g y el maximo de 14 ng/g frente a la media pasas

blancas: 4,4 ng/g y el maximo de 7,5 ng/g).

En todos estos trabajos se evidencia que, si bien el porcentaje de mues-
tras que superan los limites legislados en la UE es bajo, la tasa de contami-

nacion detectada es elevada.

Por tanto, aunque la ingesta de las pasas es ocasional, constituyen una
fuente de OTA, en concreto para personas con altos niveles de consumo, y
en particular los nifios, bien por su consumo directo o a través del consumo
de otros alimentos, como cereales para desayuno o barritas, donde son uno
de sus ingredientes. Asi pues, pueden representar una importante via de

entrada de OTA en la cadena alimentaria.
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3.1.7.3. Presencia de OTA en pistachos

Los pistachos son unos frutos secos originarios de regiones mediterra-
neas y de oriente medio tales como Iran, principal productor, Turquia, Gre-
cia, Siria, Pakistan y Afganistan. Actualmente también se producen en Cali-

fornia, Nuevo México y Australia.

Dependiendo de las condiciones climatolégicas durante la maduracion
y cosechado del fruto, son numerosos los hongos que pueden colonizar y

causar dafo a los pistachos.

La presencia de OTA en pistachos se recoge en la Tabla 46.

Tabla 46. Incidencia (Inc. %), rango y concentracion media de OTA(ng/g) en pistachos

Pais/referencia mut?sotras Inc. (%) (rl‘?galgfo (nl\glegd)ia
Tu”ego((%a” etal, ni. 16 0,1-3 ni
Tunez 0(128;ed etal., 24 25 11-203 89
Vamecossnednel x| na
Argil,iaz(()l:eozrbn)ane et 31 3.2 170
Es;ﬁt‘\:;élioe;r)\ane et 50 2 0,67

n.i.: no indicado

Los valores mas altos de incidencia y de contaminacion se observan en
Tunez, en el estudio de Zaied et al. (2010), donde todas las muestras con-
taminadas presentan niveles por encima de 10 ng/g. En el resto de los es-

tudios el numero de muestras de pistachos contaminadas por OTA era bajo.
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En el estudio de Fernane et al. (2010a) de Espafa solo una muestra esta
contaminada por OTA, con un nivel de 0,67 ng/g. Esto coincide con los da-
tos publicados en Marruecos, donde la contaminacién OTA en las muestras
analizadas de pistachos estan por debajo del LOD de 0,03 ng/g (Zinedine et
al., 2007c).

En Argelia, aunque la frecuencia de contaminacion en las muestras de
pistachos es relativamente baja, la unica muestra donde se detecta conta-

minacioén presenta elevados niveles (Fernane et al., 2010b).

Por ello, y dado que de manera puntual es posible encontrar elevados
niveles de OTA en estos frutos secos que pueden contribuir a la ingesta total
de esta micotoxina, es necesario impulsar esfuerzos orientados a minimizar
la incidencia de OTA (Fernane et al., 2010b).

3.1.7.4. Presencia de OTA en otros frutos secos y frutas desecadas

A pesar de que el nivel de OTA ha sido legislado solo en pasas, podemos
encontrar publicada numerosa literatura relativa a la presencia de esta mi-
cotoxinas en el resto de frutos secos. El informe de la C.E. (2002) indica que

los frutos secos contribuyen en la ingesta total de OTA en un 3%.

En la Figura 11 se recoge informacion relativa a la presencia de OTA en

frutos secos y frutas desecadas.

En esta Figura se observa que los frutos secos con cascara, castanas,
nueces, almendras y cacahuetes, se encuentran mas frecuentemente con-
taminados por OTA que las frutas desecadas (albaricoques, ciruelas dese-
cadas, datiles). Esta circunstancia se puede explicar por el tratamiento que
sufren las frutas desecadas con didxido de azufre, conservante y antiséptico

empleado para evitar el oscurecimiento y el dafiado por hongos.
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Figura 11. Incidencia de OTA en frutos secos
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1. Marruecos, Zinedine et al. (2007c); 2.Tunez, Zaied et al. (2010); 3. Marruecos, Zinedine et al. (2007c);
4. Tanez, Ghali et al. (2009); 5. Tunez, Zaied et al. (2010) 6.Turquia, Bircan (2009); 7. Brasil, lamanaka
et al. (2005); 8. Iran, Fakoor Janati et al. (2012); 9. Brasil, lamanaka et al. (2005); 10. Iran, Fakoor Janati
et al. (2012); 11. ltalia, Pietri et al. (2012).

Cabe destacar la mayor incidencia detectada en las castafias en el es-
tudio de Pietri et al. (2012) donde el 100% de las muestras analizadas pre-
sentan contaminacion por OTA, con una niveles medios de 13,63 ng/g y un
rango de entre 0,47 a 65 ng/g y en la harina de castafia una media de 12,38

ng/g y un rango de entre 1,02 a 50,367 ng/g.

En Tunez las almendras analizadas por Zaied et al. (2010) alcanzan va-
lores de OTA de 266 ng/g; los cacahuetes presentan un media de 60 ng/g y
valores maximos de 160 ng/g. Todas las muestras positivas de frutos secos
en este pais estan por encima del nivel maximo tolerable de OTA en pasas
(10 ng/g). Esta elevada contaminacién es explicable porque las técnicas de
conservacion usadas en Tunez son todavia las tradicionales, practicas que
permiten condiciones 6ptimas (temperatura y humedad) para el crecimiento
y produccion de OTA. En Zinedine et al. (2007c), si bien la incidencia de OTA
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en las nueces es elevada (35%), los niveles medios de OTA encontrados
son de 0,11 ng/g. En Salem & Ahmad (2010) en Jordania un 47% de los fru-
tos secos analizados se encontraban contaminados por OTA, pero el valor
medio de OTA era bajo 5,6 ng/g y ninguna muestra presentaba valores por

encima de 10 ng/g.

En ltalia, Imperato et al. (2011) no detectaron la presencia de OTA en
ninguna de las 176 muestras de frutos secos importados analizados (caca-

huete, pasta de avellana, pistacho y hueso de albaricoque).

Magnoli et al. (2007) en Argentina encontraron OTA en 50% de las mues-
tras analizadas de cacahuetes con unos niveles entre 5,6 y 130 ng/g, valo-
res que deben ser tenidos en cuenta dado que en este pais el consumo de

cacahuetes y sus derivados es importante.

En el estudio de C.E. (2002) ninguna de las muestras de albaricoques
analizadas se encontraron contaminadas y en un 10% de las muestras de
datiles se detecté OTA con una media de OTA de 0,10 ng/g.

En Hong Kong el estudio de Chung et al. (2009) refleja una incidencia de

OTA en frutos secos del 38% y valores maximos de 2,09 ng/g.

En la Tabla 47 se recogen los valores maximos detectados en la biblio-

grafia anterior en los frutos secos y frutas desecadas.

Tabla47.Valoresmaximosde OTA(ng/g)detectadosenfrutossecosyfrutasdesecadas

Concentracion maxima de OTA (ng/g)

Nueces Almendras | Cacahuetes | Albaricoques Ciruelas Castana

Zinedine et al. | Zaied et al. | Zaied et al. |Fakoor Janati et| Fakoor Janati | Pietri et al.
(2007c) (2010) (2010) al. (2012) et al. (2012) (2012)
0,23 266 160 2,83 2,62 65,84
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Por tanto, el nivel de contaminacion por OTA en los frutos secos y frutas
desecadas varia en funcion del tipo de fruto, de su origen y de las condicio-
nes de conservacion; pero, en general, pueden contribuir a la ingesta total

de la micotoxina en un porcentaje importante.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de frutos secos vy frutas

desecadas.

En la Tabla 48 se recoge la estimacién de la ingesta de OTA por consumo
de frutos secos y frutas desecadas, considerando el consumo el reflejado
en la AESAN (2011a) y las condiciones mas adversar, es decir, tomando los

valores maximos detectados en los estudios y para una persona de 60 kg.

Tabla48.Estimaciondeingestade OTAporconsumodefrutossecosyfrutasdesecadas

V. maximo | Consumo (g/ ID OTA % IDT
Producto ; : (ng/Kg p.c./ | (17,2 ng/Kg p.c./
OTA (ng/g) | personaldia) dia) dia)
. 12,8
Higos desecados 277 0,48 2,2
Uvas pasas 100 0,24 0,4 23
Pistachos 203 0,29 0,98 57
Nueces 0,23 115 0,04 0,02
Almendras 266 0,78 3,5 20,1
Cacahuetes 160 0,44 1,2 6.8
Albaricoques 2,83 0,04 0,001 0.01
. 0,1
Ciruelas 2,62 0,04 0,002
- 1,5
Castanas 65,84 0,23 0,3

V.: valor, ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable
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3.1.8. Presencia de OTA en uva y zumo de uva

Numerosos estudios reflejan la contaminacion de la uva y sus productos
derivados por micotoxinas. La presencia de OTA en la uva y el vino esta
ligada principalmente a la contaminacion en el viiedo por las especies que
pertenecen a la seccion Aspergillus nigri. El A. nigri es considerado un paté-
geno oportunista que puede causar podredumbre en los racimos y hongos
en las pasas. El Aspergillus es mas resistente a la exposicion del sol, al calor

y la humedad (Lasram et al., 2007).

Dentro del género A. nigri, la especie A. carbonarius es el hongo mas
toxigénico identificado en uva (Amezqueta et al., 2012) seguido de otras
especies que incluyen el agregado A. niger. En las regiones con climas mas
frios puede crecer la especie Penicillum y producir micotoxinas en mosto y

vino, pero pocas veces se encuentra en uva (Varga & Kozakiewicz, 2006).

En el Reglamento (CE) n°® 1881/2006 de la Comision, de 19 de diciembre
de 2006, por el que se fija el contenido maximo de determinados contami-
nantes en los productos alimenticios, se establece el limite de OTA en 2
ng/ml en los vinos, mosto de uva y bebidas a base de uva. Algunos paises
como Finlandia también llevan a cabo sus controles de OTA y aplican sus

propios limites.

3.1.8.1. Presencia de OTA en uvas

Existe muy poco informacion sobre la presencia de OTA en uvas en com-
paracion con la existente de vinos. Se ha demostrado que el envero tempra-
no y el tiempo de cosecha son periodos criticos en la acumulacién de OTA
en la uva y que esta contaminacién esta relacionada con varios factores:
la zona geografica, las condiciones climaticas, la localizacion del vifedo, la

calidad y la variedad de las uvas (Ponsone et al., 2010)
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Los estudios de contaminacién en uva se recogen en la Tabla 49.

Tabla 49. Incidencia (%), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en uvas

Pais/referencia Incidencia (%) Rango (ng/g) Media (ng/g)
Grecia (Meletis et al., 1,1 uva negra
2007) 86 0,53-2,69 0,82 uva blanca
Italia (Lucchetta et al., .
2010) 30 >2 n.i.
Argentina (Chiotta et 41 0,112 0,17-0.48

al., 2009)

n.i.: no indicado

En Meletis et al. (2007) es donde se detectd una mayor incidencia de
OTA en uvas. Si bien se observaron trazas en un 56% de las muestras y en
un 4% de las uvas rojas cultivadas de manera ecolégica. En Lucchetta et
al. (2010), aunque la incidencia de OTA en uvas era menor, un 2,5% de las
muestras superaban los niveles establecidos en la UE de 2 ng/g. En ambos
trabajos no se apreciaban diferencias significativas entre la contaminacion
de las uvas rojas y las uvas blancas, aunque en Meletis et al. (2007) las uvas

rojas presentaban un contaminacion ligeramente superior a las blancas.

Lucchetta et al. (2010) y Chiotta et al. (2009) detectaron que aunque A.
niger agregado era la cepa predominante, A carbonarius era la mas frecuen-
te en el sur de Italia y con mayor capacidad productora de OTA en Argentina
(202 ng/g Vs 2,24 ng/g). También observaron que el afio y las condiciones
climaticas tenian una notable influencia en el desarrollo de la poblacion de
Aspergillus y que existia un gradiente de contaminacion de norte a sur. Las
muestras del sur ltalia presentaban mayor incidencia y mayor concentracion
de OTA.
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Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de uva.

La ingesta de OTA por consumo de uva de mesa, considerando que el
consumo diario de uva es de 20-200 g en una persona de 60 Kg, equivale a
0,9-9 ng/Kg/dia dependiendo de la cantidad ingerida (Meletis et al., 2007).
Si se considera como datos de consumo el recogido en AESAN (2011a) la

ingesta diaria es inferior tal como se refleja en la Tabla 50.

Tabla 50. Estimacion de ingesta de OTA por consumo de uva

Valor Consumo (g/ % IDT
Referencia maximo personal/ :? OT: /g:g; (17,2 ng/Kg
OTA (nglg) dia) 9 p.c. p.c./dia)
Meletis et al.
(2007) 2,69 20-200 0,9-9 5,2-52
AESAN (2011a) 2,69 2,32 0,1 0,6

ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable.

Estos trabajos muestran que la presencia y los niveles de OTA en la uva

no se pueden considerar peligrosos para las salud.

3.1.8.2. Presencia de OTA en zumo de uva

El zumo de uva es susceptible de contaminacion por OTA. Esta contami-
nacion ha sido recogida en algunos estudios (Tabla 51) donde se ha detec-

tado altos niveles de OTA en zumo de uva roja (Varga & Kozakiewicz, 2006).

Lasram et al. (2007) observaron que la cantidad de OTA en mosto se in-
crementa al aumentar la maduracion de las uvas y que es el A. carbonarius
la principal causa de contaminacion de las uvas tunecinas. Ponsone et al.
(2010), en Argentina, detectaron un bajo numero de muestras contaminadas

y bajos niveles de OTA que podrian estar relacionados con la baja incidencia
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de las principales especies de A. nigri en las uvas.

Tabla 51. Incidencia (%), rango y concentracion media de OTA (ng/g) en zumo de uva

Pais/referencia Incidencia (%) Rango (ng/g) Media (ng/g)

Tunez (Lasram et al., 1,1 uva negra
2007) 37 0,59-2,57 0,82 uva blanca

Argentina (Ponsone et 9 0.1-0,6 0,12

al., 2010)

En el informe C.E. (2002), los datos obtenidos de las muestras analiza-
das de zumo de uva presentan una incidencia de OTA del 83% en Alemania,
96% en Noruega, 100% en Espana y 95% en UK, que suponen incidencias
mucho mas altas que las recogidas en los estudios anteriormente menciona-

dos. La concentracion media oscilaba entre 0,04 - 0,74 ng/g.

Estimacion de ingesta de OTA por consumo de zumo de uva.

Considerando las condiciones mas adversas, el valor mas alto de conta-
minacion y el consumo el recogido en la AESAN (2011a), para una persona

de 60 kg, la ingesta diaria se recoge en la Tabla 52.

Tabla 52. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de zumo de uva

Valor maximo Consumo ID OTA (ng/Kg p.c./ % IDT
OTA (ng/g) (ml/personaldia) dia) (17,2 ng/Kg p.c./dia)
2,57 0,08 0,03 0,02

ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable.

Por ello, es necesario mas datos sobre la presencia de OTA en zumo de

uva dado que los nifios son unos de los principales consumidores.
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3.1.9. Presencia de OTA en otros alimentos

3.1.9.1. Presencia de OTA en salsa de soja

La salsa de soja es un condimento obtenido de la fermentacién de semi-
llas de sojas con granos de cereales tostados. Es un alimento de consumo
habitual en paises orientales que desde la década de los 80 ha ido difun-
diéndose en el resto de mercados. Los ingredientes utilizados en su elabora-
cion, tanto las semillas de soja como los cereales tostados, pueden ser una

fuente de micotoxinas.

Blesa et al. (2004) estudiaron la presencia de OTA en la salsa de soja.
El numero de muestras analizadas eran 60 y en ninguna se detecto la pre-
sencia de OTA. Para explicar este hecho se aportan dos argumentos. En el
primero indica que las materias primas son sustratos pobres para el creci-
miento de hongos ocratoxigénicos. Ademas refleja que los cereales utiliza-
dos (trigo, arroz y cebada) suelen presentar bajos niveles de OTA y que su
tostado puede reducir su contenido hasta un 50%. La segunda explicacion
seria que A. oryzae y A. sojae, debido a su metabolismo catabdlico y a su

competicion con los hogos ocratoxigénicos, eliminan la produccién de OTA.

3.1.9.2. Presencia de OTA en horchata

La horchata es una bebida refrescante, de aspecto lechoso, obtenida a
partir de la chufa. Es un producto tipico de Espafa, originario de la costa
levantina, que en los ultimos afios ha alcanzado una gran popularidad no
solo a nivel nacional sino también internacional. Su proceso de elaboracién
es critico debido a la posible presencia de numerosos contaminantes como
los hongos. La chufa y su bebida derivada ha sido monitorizada por Rubert
et al. (2011a), detectandose la presencia de OTA en 6 de las 48 muestras

de chufa analizadas (12,5% de incidencia) con un rango entre 3,5 ng/g a 11
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ng/g y una incidencia del 1% en la horchata (2/190 muestras) con un rango
de OTA entre 2 ng/g a 2,4 ng/g.

En la horchata concentrada y la esterilizada no se detectd presencia de
micotoxinas. En el primer tipo de horchata la ausencia de OTA puede ser
atribuible al aumento de la concentracion de los azucares que pueden in-
terferir en el crecimiento de los hongos y en la horchata esterilizada la alta

temperatura a la que se somete puede reducir el crecimiento de los mohos.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de horchata.

Considerando las condiciones mas adversas, el valor mas alto de conta-
minacioén y el consumo el recogido en la AESAN (2011a), para una persona

de 60 kg, la ingesta diaria se recoge en la Tabla 53.

Tabla 53. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de horchata

Valor maximo Consumo . % IDT
OTA(nglg) | (mlipersonaldia) | 'D OTA (ng/Kgp.cidia)| 475 1 oiKg p.c./dia)

2,4 0,96 0,04 0,22

ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable.

Aunque los niveles detectados son bajos, la exposicidn cronica puede
tener un efecto adverso en el consumidor. Ademas es necesario tener en
cuenta que en el verano el consumo de horchata aumenta, incrementando-
se la ingesta diaria de OTA (Rubert et al., 2011a).

3.1.9.3. Presencia de OTA en el regaliz y sus derivados

El regaliz (Glycyrrhiza glabra) es uno de los condimentos mas antiguos.

Es una raiz de una pequefia planta perenne cultivada en el sur de Europa y
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Oriente préximo. Europa suele importar regaliz de China, Egipto y Turquia.
Sus usos son variados. En la industria alimentaria se utiliza por su poder
edulcorante en la confeccion de alimentos y bebidas. La raiz seca se usa
como ingrediente en infusiones. El extracto de regaliz, producto derivado de
la regaliz obtenido por trituracion y extraccion de la raiz con agua en cama-
ras de vapor seguido de su concentracion, se usa como agente aromatico
y/o edulcorante en diferentes sectores de la industria alimentaria tales como
confiteria, bebidas, en la cerveza irlandesa y en un licor italiano: sambuca.
Las golosinas a base de regaliz pueden contener un 2-10% de extracto de

regaliz.

La presencia de OTA en regaliz y sus derivados ha sido ampliamente
estudiada, observandose en diversas ocasiones un contenido muy elevado
de esta micotoxina (Trucksess & Scott, 2008). La seleccién de rizomas de
regaliz basandose en la homogeneidad del color no consigue una reduccion
significativa de la contaminacion por OTA; por el contrario, el pelado de las
raices y el procesamiento para la produccion de extracto de regaliz y de
regaliz en bloque puede disminuir el nivel de OTA. Sin embargo, estos pro-
cesos no eliminan el problema de la contaminacion y una cantidad OTA no
despreciable puede permanecer en el extracto de regaliz y por consiguiente
en el regaliz que contienen los productos de confiteria y los dulces muy con-

sumidos por los nifios (Pietri et al., 2010).

Por ello, se ha establecido un contenido maximo para el regaliz en el
Reglamento (UE) n® 105/2010 de la Comision, de 5 de febrero de 2010, que
modifica el Reglamento (CE) n° 1881/2006. Para la raiz de regaliz, ingre-
diente para infusiones, se ha fijado el valor de 20 ug/Kg y para el extracto
de regaliz para uso alimentario, especialmente en bebidas y confiteria, se

establecié un nivel de 80 ug/Kg, siendo este contenido maximo aplicado al
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extracto puro y no diluido, obtenido a razén de 1 kg de extracto por cada 3 a

4 Kg de raiz de regaliz.

En Espana el regaliz ha sido estudiado por Arifio et al. (2007) y Herrera
et al. (2009); ambos trabajos fueron publicados antes de establecerse los ni-
veles de OTA en regaliz, pero confirman la presencia de micotoxina en esta

raiz y sus productos derivados.

En el estudio de Arifio et al. (2007) todas las muestras de regaliz y sus
derivados contenian OTA y algunas de ellas presentaban elevadas concen-
traciones (252 ng/g). Los mas altos niveles de OTA eran encontrados en la
raiz seca de regaliz, con valores medios de 63,6 ng/g, mientras que en la
raiz fresca de regaliz el contenido medio era de 9,2 ng/g. La OTA también
se detectd en sus derivados, en el extracto liquido de regaliz (16,6 ng/g), en
dulces de regaliz (3,8 ng/g) y en regaliz en bloque de (39,5 ng/g) hecho que
indica que la OTA resiste al proceso de extraccion al que se somete la raiz
para obtener sus derivados. En esta publicacion se estudié la transferencia
de OTA desde la raiz de regaliz a la bebida de te preparada por dos méto-
dos: infusion y decoccion, observandose que un 5% de la OTA presente en
la raiz es transferido al te obtenido por decoccién y solo un 1% de la OTA es

extraido en la infusion de té.

En el estudio de Herrera et al. (2009) se han analizado 44 dulces de rega-
liz: 16 golosinas duras y 28 golosinas blandas. La incidencia de OTA variaba
entre 75% y 39% y la media variaba desde 2,96 ng/g a 0,34 ng/g para las
duras y las blandas respectivamente, diferencia que puede ser atribuida a
la diferente proporcion de extracto de regaliza en cada tipo de golosina. La
incidencia de OTA en el total de las muestras era del 52% y la media total:
1,29 ng/g y un rango de entre 1,8 ng/g y 12,0 ng/g. Estas golosinas estan

formadas por distintos ingredientes, pero la fuente mas probable de OTA es
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el extracto de regaliz.

Pietri et al. (2010) estudiaron 82 muestras, 28 muestras de extracto de
regaliz seca y 54 muestras de dulces de regaliz (2-10% de regaliz) hechas
y adquiridas en puntos de venta de lItalia. La OTA estuvo presente en 61
muestras, con una incidencia de 74,4%. En todas las muestras de extracto
de regaliz seca se detecté OTA y un 17,8% mostraron una concentracion
superior a 80 ng/g con un valor maximo de 990,1 ng/g. Estos datos coin-
ciden con Arifio et al. (2007) donde en todas las muestras de regaliz y sus
derivados se encontrod la micotoxina. Sin embargo en las golosinas de rega-
liz la contaminacion por OTA era muy baja, con una incidencia de 61%, una

media de 0,96 ng/g y valores maximos de 4 ng/g (Pietri et al., 2010).

La estimacion de la ingesta de OTA debida al consumo de regaliz refleja-

da en el trabajo de Herrera et al. (2009) se recoge en la Tabla 54.

Tabla 54. Evaluacién de la ingesta de OTA por consumo de regaliz

. % IDT
. | V. medio [ID OTA (ng/
Edad / Peso |consumo (g/dia*) OTA (nglg) | p.c./dia) (17,2 nglKg
p.c./dia)
Nifio 30 kg 1,2 1,29 0,05 0,3
Adulto 70 kg 1,2 1,29 0,022 0,13

*Los datos de consumo anuales por persona en Espafia de productos de confiteria utilizados son los
recogidos en informe de CAOBISCO 2006 y corresponden a: 3,3 Kg. Se considera que un 13% de estas
golosinas contienen de extracto de regaliz, por lo que el consumo diario es de 1,2 g.

V.: Valor, ID: Ingesta de OTA, IDT: Ingesta diaria tolerable

Pietri et al. (2010) también estimaron la ingesta de OTA por consumo de

productos a base de regaliz. Los datos se recogen en la tabla 55.
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Tabla 55. Evaluaciondelingestade OTA porconsumo de regalizy productos derivados

0,
Tipo |Consumo| Mediana | IDOTA | IDOTA (ng/ | .. AN
producto | (g/dia*) |OTA (ng/g)| (ng//dia) | p.c./dia) ’ dgia)g p.C.
Nifos, 30 Kg 38
Extracto seco 0,75 26,3 19,7 0,66 ’
’ ’ ’ Adultos, 70 Kg -
0,28 ’
Nifios, 30 Kg
Golosinas 6.8 0,17 1,1 0,04 02
' ‘ ‘ Adultos, 70 Kg 01
0,016 ’

ID: Ingesta de OTA, IDT: Ingesta diaria tolerable.

Estos valores indican que la exposicion a golosinas de regaliz es muy
baja, coincidiendo con los obtenidos por Herrera et al. (2009). No obstante,
cuando el consumo de extractos de regaliz es regular, la ingesta de OTA no
es despreciable si se considera que la micotoxina puede estar presente en

muchos otros alimentos.

3.1.9.4. Presencia de OTA en aceitunas

En los olivos son capaces de desarrollarse muchas cepas de hongos. Por
ello las aceitunas, tanto frescas como procesadas, pueden aparecer conta-
minadas de forma natural por gran variedad de hongos incluyendo A. para-
siticus 'y A. ochraceus y sus esporas (Ghitakou et al., 2006). Sin embargo,
las aceitunas no constituyen un sustrato donde los hongos pueden crecer
con facilidad y la presencia de otros microorganismos puede restringir su
crecimiento y posiblemente la produccién de micotoxinas. No obstante, si
el almacenamiento es prolongado y las condiciones no son las adecuadas

pueden desarrollarse mohos y producirse OTA.

En Marruecos El Adlouni et al. (2005) observaron que todas las muestras
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de aceitunas analizadas contenian OTA desde LOQ a 1,02 ng/g y que el
50% y el 25% de las muestras de los minoristas y los supermercados res-

pectivamente estaban contaminadas por mas de 0,65 ng/g.

En Grecia, Ghitakou et al. (2006) no detectaron presencia de OTA en las
aceitunas sin tratamiento, con su flora natural, pero un 17% de las muestras
de oliva y pasta de oliva tomadas en el mercado griego se encontraban con-
taminadas, de ellas solo dos muestras presentaban niveles de 1,18 ng/g y
1,86 ng/g y el resto presentaban trazas de OTA, confirmando los resultados

detectados en aceitunas no tratadas.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de aceitunas.

Considerando las condiciones mas adversas, el valor mas alto de conta-
minacion y el consumo el recogido en la AESAN (2011a), para una persona

de 60 kg, la ingesta diaria se recoge en la Tabla 56.

Por tanto, aunque los niveles de OTA detectados en las aceitunas son
bajos, pueden contribuir a la ingesta diaria de OTA dado que son un compo-

nente importante dentro de la dieta mediterranea.

Tabla 56. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de aceitunas

Valor maximo [Consumo (g/per-| ID OTA (ng/Kg % IDT
OTA (ng/g) sona/dia) p.c./dia) (17,2 ng/Kg p.c./dia)
1,86 3,48 0,11 0,63

ID: Ingesta de OTA, IDT: Ingesta diaria tolerable

3.1.9.5. Presencia de OTA en aceite de oliva

El aceite de oliva se extrae por presion de la aceitunas y es uno de los
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componentes mas importantes de la dieta mediterranea. Si las aceitunas
de donde procede se encuentran contaminadas, dicha contaminacién sera

transferida al aceite.

El riesgo de deteccién de micotoxinas en aceite de oliva ha sido muy
poco estudiado. Existen pocas referencias relativas a la contaminacion del

aceite de oliva por OTA (Ferracane et al., 2007).

En Grecia Papachristou & Markaki (2004) encontraron que un 88% de las
muestras de aceite de oliva estaban contaminadas por OTA, con valores
medios de las muestras positivas de 0,27 ng/g y maximos de 1,03 ng/g. Las
muestras mas contaminadas procedian de aceite del sur de Grecia (valores
por encima de 0,5 ng/g), dato que coincide con resultados obtenidos en
otros productos procedentes del sur de Europa donde se observa un incre-
mento de niveles de OTA respecto a productos originarios del norte de la
UE, debido fundamentalmente a que las altas temperaturas y la humedad
proporcionan condiciones optimas para el crecimiento de hongos produc-
tores de OTA. En este estudio, a diferencia de otros trabajos, las muestras
procedentes de la agricultura ecolégica no se encontraban contaminadas
por OTA.

En el estudio de Ferrecane et al. (2007) en ltalia se han estudiado 30
muestras de aceite de oliva, detectandose una frecuencia de OTA del 80%
con un rango de 0,1 a 17 ng/g y una media de 2,09 ng/g. Ademas las mues-
tras no etiquetadas presentaban niveles mas altos que las etiquetadas (me-
dia 2,47 vs 0,66 ng/qg).

La evaluacion del riesgo derivado de la ingesta de aceite con OTA se

recoge en la Tabla 57.
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Tabla 57. Evaluacién de la ingesta de OTA por consumo de aceite

Referencia Consumo | Valor medio (ID OTA (ng/Kg.| % IDT (17,2 ng/
(g/dia*) OTA (ng/g) p-c./dia) Kg. p.c./dia)
Papachristou & 15-100 0,160 0,04-0,26 0,23-1,5
Markaki (2004) 1,03 a 0,25-1,71 1,5-9,9
Ferracane et al. 33 0,66 0,3 1,7
(2007) 2,47 a 1,3 7,5

ID: Ingesta de OTA, IDT: Ingesta diaria tolerable, * Persona de 60 Kg; a: muestras mas contaminadas.

Si se considera el consumo de aceite de oliva de 23,03 ml/dia (AESAN,
2011a), la ingesta de OTA diaria, para un adulto de 60 kg tomando el valor

mas alto (2,47 ng/g), seria de 0,95 ng/p.c.

En ambos estudios la exposiciéon a OTA derivada del consumo de aceite
es muy baja en comparacion con otras fuentes, no obstante, es necesario
considerar que en la zona mediterranea el aceite de oliva es la principal
fuente de grasa y que, por tanto, su consumo frecuente, aunque presenten
niveles bajos de contaminacion, puede contribuir significativamente a la in-
gesta total de OTA.

En la Tabla 58 se recoge un resumen de valores mas altos de OTA encon-

trados en otros alimentos.

Tabla 58. Valores mas altos de OTA (ng/g) encontrados en distintos alimentos

Concentracion de OTA (ng/g)

Salsa de soja Horchata Regaliz Aceitunas Aceite
. Extracto: 990
n.d. Chufa: 11 1 g que solido: 39 186 2,47

Horchata: 2,4 Dulces: 12

n.d.: no detectado.
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3.1.10. Presencia de OTA en productos alimentarios de origen animal

La OTA es un contaminante generalizado en los productos de origen ani-
mal, especialmente en carne, leche y sangre. En el informe de la Comision
Europea (C.E., 2002) se hace referencia a que la contribuciéon de los pro-
ductos de origen animal a la exposicion humana es de un 3% del total de la
ingesta de OTA. No obstante, la EFSA (2006) considera que el riesgo aso-
ciado al consumo de alimentos procedentes de animales alimentados con
piensos es casi despreciable. Sin embargo, los alimentos de origen animal
merecen especial atencion dado que la presencia de OTA en pienso es im-
predecible e inevitable y su transferencia desde los piensos a los productos
animales ha sido confirmada. Determinados grupos de poblacién son gran-
des consumidores de algunos de ellos, pudiendo estar expuestos a niveles
de OTA mayores (Duarte et al., 2011a). Son numerosos los estudios donde

se recoge la presencia de OTA en estos alimentos.

3.1.10.1. Presencia de OTA en leche de vaca

En principio la leche de vaca no se considera una fuente de OTA, dado
que datos experimentales demuestran que los rumiantes son menos sus-
ceptibles que otras especies animales a los efectos adversos asociados con
la exposicion a micotoxinas. Este supuesto se basa en el hecho de que la
flora del rumen puede convertir una serie de micotoxinas en metabolitos me-
nos potentes o biolégicamente inactivos. Este es el caso de la OTA que pue-
de hidrolizarse en el rumen a un metabolito menos toxico: OTA alfa y solo

una pequena cantidad de OTA intacta es absorbida (Fink-Gremmels, 2008).

En la Tabla 59 se recogen estudios donde se han detectado bajos niveles
de OTA en la leche.

En el estudio de C.E. (2002) en Alemania no se detecto OTA en 69 mues-
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tras de leche, en Noruega para n=165, la incidencia fue de 7,9% y en Suecia

para n=36 la incidencia fue de 13,8%.

Tabla 59. Incidencia (%), media y rango (ng/ml) de OTA en leche de vaca

Pais/referencia Muestras Incidencia) Media | Rango
(%) (ng/ml) | (ng/ml)
Espafia (Bascaran et Leche desnatada 8 0 _ _
al., 2007) Leche entera 4
Espafia (Gonzalez-Os-
naya et al., 2008) 61 n.d. -
Sudan (Elzupir et al., )
2009) Leche a granel n:5 20 2,73
Italia (Pattono et al., Leche granjas organicas n: 63 4,8 . 0.07-0 11
2011) Leche granja convencional n: 20 0 ’ ’

n.d.: no detectado

Pattono et al. (2011) estudiaron el contenido de OTA en leche producida
en granjas organicas y convencionales. En la leche procedente de granjas
organicas se detectd OTA, pero en la procedente de una granja convencio-
nal no. Son numerosos los factores que pueden explicar la presencia de
OTA en leche organica; tales como la diferencia en el tipo de racion consumi-
da; en la granja convencional el 75% de la racion consiste en concentrados
y ensilados (con un mayor contenido proteico y mas tasa energética) y en
las granjas ecoldgicas se consume principalmente pastos, heno y raices, cir-
cunstancia que implica un menor contenido de flora protozoaria (responsa-
ble de la degradacion de OTA); cambios en el pH rumial, contaminacién sig-

nificativa del pienso por micotoxinas o bien la suma de los distintos factores.

Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de leche.

En este estudio, asumiendo que el consumo leche de un adulto de 60 kg
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de peso, es 191,48 ml (AESAN, 2011a), la ingesta diaria de OTA es de 0,22
a 0,35 ng/Kg p.c., valores menores que la IDT: 17 ng/Kg p.c./dia.

Por tanto, tal como se refleja en estos estudios, la leche puede ser una
fuente de OTA y por tanto, pequenas cantidades de OTA en este alimento
pueden ser de gran importancia en los grandes consumidores, en particular,

en los ninos.

Meucci et al. (2010) estudiaron formulas a base de leche de vaca para
lactantes (leches para prematuros y leche de inicio para bebes de cero a
seis meses, tanto listas para usar como en polvo) comercializadas en lta-
lia, detectando OTA en 72% muestras, con concentraciones con un rango
de 0,035 a 0,689 ng/ml, observando que la contaminacion por OTA fue del
80% en el producto listo para usar y en 63% en las muestras en polvo. No
existian diferencias significativas entre los distintos tipos de formulas y dis-
tintas formas de presentacion, si bien las formulas “pre-term” (prematuros en
polvo y lista para consumo) mostraban un tendencia a niveles ligeramente
mas altos de OTA que las formulas “starter” (leches de iniciacion) (80% de
incidencia y una media 0,106 ng/ml frente 68% de incidencia y media 0,069
ng/ml), diferencias atribuibles principalmente a los distintos ingredientes de

las formulas.

Meucci et al. (2010) calcularon la ingesta alimentaria diaria y semanal de
OTA para los nifios utilizando como consumo el establecido en las tablas
recogidas en el etiquetado de cada marca. En formulas listas para usar, para
prematuros y de iniciacion, las ingestas diarias fueron de 16,08 y 12,29 ng/
Kg p.c., respectivamente y las ingestas semanales fueron de 112,56 y 86,03
ng/Kg p.c. La ingesta media diaria y semanal de la férmula de iniciacion en
polvo fueron 10,67 y 74,69 ng/Kg/ p.c., respectivamente. Los niveles de OTA

en formulas de prematuros listas para utilizar eran muy proximos a los esta-
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blecidos en la IST (120 ng/Kg p.c. /semana)

Los resultados sefalan la necesidad de realizar programas de preven-
cion, especialmente cuando se trata de identificar marcadores de riesgo de
la calidad de la alimentacién infantil. El analisis de las formulas a base de
leche de vaca para lactantes puede servir como marcador de exposicion a la
OTA, al mismo tiempo los niveles de OTA indican la exposicion de los recién
nacidos, que deben tenerse en cuenta en la caracterizacion del riesgo en

general (Meucci et al., 2010).

3.1.10.2. Presencia de OTA en quesos

El queso es producto de origen animal obtenido a partir de la leche y
que por ello puede contener OTA. En el estudio de Dall'Asta et al. (2008)
detectaron OTA en varias muestras de queso azul que habia sido inoculado
por Penicilium roquefort (no productor de OTA): en 23 de las 54 muestras
de queso gorgonzola de ltalia, con una media de 0,71 ng/g y un rango de
concentraciones de entre 0,2 a 3.0 ng/g y en siete de las 14 muestras de
roquefort, con un nivel medio de OTA de 0,63 ng/g y un rango de entre 0,1
a 1,4 ng/g; por otra parte, en siete muestras la contaminacién estaba por
debajo de 0,25 ng/g, pero era detectable. En este estudio se investigo el
origen de la contaminacion por OTA, para ello se analizé las partes blancas
y las partes verdes del queso. Los datos demostraron que la contaminacion
no se debia a la leche contaminada, dada la ausencia de OTA en las partes
blancas, sino que estaba asociada con las areas azules y verdes de mohos
y que se incrementé durante el almacenamiento. La presencia no homogeé-
nea de altos niveles de OTA en diferentes zonas apoyaba la hipotesis de que
las cepas productoras de OTA estaban presentes y que podia proceder del

proceso de elaboracion.
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A pesar que los niveles de contaminacion de OTA en el queso azul son
muy bajos y no suponen un peligro para los consumidores, es necesario
evaluar el riesgo, determinar el origen de la contaminacion y establecer me-

didas para prevenirlo.

3.1.10.3. Presencia de OTA en huevos

Los huevos son una fuente potencial casi despreciable de OTA. Es ne-
cesaria una alta contaminacién de los piensos para transferir la OTA a los
huevos. Tangni et al. (2009) no detectaron OTA en huevos producidos bajo

condiciones estandar.

3.1.10.4. Presencia de OTA en derivados carnicos.

El informe C.E. (2002) recoge que el nivel medio global de la OTA en
productos carnicos fue de 0,2 pg/Kg y que la contribucion de la carne al
promedio de la ingesta alimentaria total en Europa es del 1%. La Comisién
Europea (CE) no ha establecido limites maximos de OTA en carne ni en
otros productos de origen animal, sin embargo paises como Dinamarca ha
fijado 10 pug/kg en rifion de cerdo, Eslovenia ha establecido 5 pg/Kg en car-
ne, e ltalia ha establecido como recomendacién el valor de 1 ug//Kg de OTA

en carne cerdo y sus productos derivados.

Los cerdos son especialmente sensibles a la acumulaciéon de OTA, mos-
trando el siguiente patron de distribucion de OTA en sus tejidos: rifidén >higa-
do >tejido muscular >grasa (Pietri et al. 2011). La presencia de OTA en estos
productos puede ser atribuida a la transmision indirecta desde los animales
por ingestion de piensos contaminados con OTA, o, segun otros autores,
por contaminacion directa debido a la presencia de cepas productoras de
OTA en el aire de la habitaciones de maduracion o por su crecimiento en la

superficie de los productos.
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Monaci et al. (2005) determinaron la presencia de OTA en salami, encon-
trando que el 43% de las muestras analizadas estaban contaminadas por
OTA con niveles comprendidos entre 0,06 y 0,4 ng/g, siendo el valor mas
alto detectado de 0,4 ng/g. Toscani et al. (2007) estudiaron productos carni-
cos curados de cerdo, analizando las capas externas e internas del producto
por separado. Los resultados mostraron una mayor frecuencia y niveles de
OTA en las capas superficiales (valor maximo de 7,3 ng/g) que en las capas
internas (valor maximo 1,52 ng/g), hechos que estan de acuerdo con la po-
sible contaminacion directa por cepas de hongos productoras de OTA en las

capas externas del jamon.

lacumin et al. (2009) también detectaron la presencia de OTA en la super-
ficie de salchichas, tanto artesanales como industriales, y no en su interior.
La OTA se detectd en 45% de las muestras, con rango de 3 a 18 ng/g y una
media de entre 4,5 a 8 ng/g. Todas las muestras superaban el valor reco-
mendado y no se apreciaba diferencias significativas en la concentracion
de OTA entre las salchichas artesanales e industriales. Sugirieron que el
cepillado y lavado de salchichas, que se efectia previamente a su venta,
podia reducir el contenido de OTA, considerando que los altos niveles de
OTA detectados eran debidos al crecimiento de hongos toxigénicos en la

tripas de las salchichas.

Por ello, es necesario controlar la temperatura y la humedad durante la
produccion de las salchichas, asi como controlar las especias, la carne y la
microflora de fermentacién que se utiliza en su elaboracion y que pueden
ser fuentes de OTA. lacumin et al. (2011) investigaron la presencia de OTA
y los hongos productores de esta micotoxina en la superficie de salchichas
tradicionales del norte de Italia, observando que un 24% de las muestras de

salchichas eran positivas a OTA, si bien esta micotoxina solo estaba presen-
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te en las tripas de las salchichas. Las concentraciones de OTA detectadas
oscilaban entre un minimo de 0,11 ng/g y un maximo de 625 ng/g, variando
la media entre 0,25 ng/g y 78,01 ng/g. Los principales hongos aislados fue-
ron Penicillium verrucosum, Penicillum nordicum y Aspergillus ochraceus.
La practicas del cepillado y del lavado redujeron la concentracién de OTAen
las tripas por debajo del valor recomendado Italiano 1 ng/g y el tratamiento
con aire ozonizado en las camaras de secado y maduracion elimind el creci-

miento de hongos y la presencia de OTA.

lacumin et al. (2009 y 2011) no detectaron OTA en la carne del producto,
hecho que podria justificarse bien porque la envoltura no permite la difusion
de la OTA al interior de la salchicha o bien por la inestabilidad de OTA en
el mezclado de carne en el tiempo, atribuible a las bacterias acido lacticas,
las cuales fermentan la salchichas. Es posible un “efecto de dilucién”. La
concentraciéon de OTA se puede diluir en el interior la carne cuando penetra
en la envoltura. El hongo no puede crecer en la carne debido a la falta de

oxigeno y, por consiguiente, no puede producir esta micotoxinas.

Dall’Asta et al. (2010), con el objeto de evaluar la contribucion de las dife-
rentes vias de contaminacion (directa e indirecta) en el total de la contamina-
cion por OTA de los productos y preparados carnicos, realizaron un estudio
de productos derivados de cerdos controles y cerdos tratados con pienso
contaminado con 0,68 mg/OTA/dia durante 40 dias. La micotoxina solo se
encontro en todas las muestras obtenidas a partir de animales alimentados
con piensos contaminados con OTA, con una concentracion media de 2,2
ng/g (si bien en algunas muestras de jamon curado y salami procedente de
cerdos control también se encontré6 OTA, pero los valores eran desprecia-
bles). En el salami no se observaron diferencias significativas entre el conte-

nido de OTA de las partes internas y las externas (la capa interna presentaba
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un valor medio de 2,65 ng/g y valor maximo de 3,14 ng/g y la capa externa
(1,5 cm profundidad) un valor medio de 2,915 ng/g y valor maximo de 3,32
ng/g) probablemente a causa de la presencia de la envoltura que actuaba
como un sistema de proteccién contra la contaminacion externa durante la
maduracién. En cambio, en el jamoén seco-curado, procedente tanto de cer-
dos controles como tratados, se observd que la contaminacion por OTA se
producia en la superficie, lo que podria ser explicado por el crecimiento de
hongos toxigénicos en esta capa durante la maduracién y posiblemente por
la falta de envoltura del jamoén seco curado. Para demostrar la contribucion
medioambiental en la contaminacion total por OTA, se analizaron 110 jamo-
nes curados secos del mercado, mostrando los niveles mas altos de OTA en
la parte exterior (media exterior 0,98 ng/g frente 0,24 ng/g en interior) pero
por debajo de las recomendaciones italianas. No obstante, y dado que de-
tectaron altos niveles en la capa exterior: 12,51 ng/g y a pesar de que estas
capas exteriores no suelen ser comestibles en el caso del jamoén curado, es

necesario controlar la higiene ambiental en las plantas de maduracion.

Sorensen et al. (2010) detectaron, entre los 22 productos carnicos ana-
lizados, una muestra de jamon de Parma con altos niveles de OTA (56-158
ng/g), de modo que si se consumiera 10 g/dia de este jamon durante una
semana se alcanzaria la IST para una persona de 70 Kg. Las altas con-
centraciones detectadas indican una contaminacion superficial en el jamén

analizado.

Estimacion de la ingesta OTA por consumo derivados de carne

La estimacion se ha calculado tomando los valores mas altos de OTA
detectados en los derivados carnicos y los datos de consumo recogidos por
la AESAN (2011a) considerando un adulto de 60 kg (Tabla 60).

Si una persona de 60 kg de peso consumiera 12,4 g/dia (AESAN 2011a)
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de jamoén de Parma con el valor mas alto detectado por Sorensen et al.
(2010): 158 ng/g, casi duplicaria la IDT recomendada por EFSA (2006).

Tabla 60. Estimacion de la ingesta de OTA por consumo de derivados carnicos.

Producto Valor maximo| Consumo ID OTA % IDT (17,2'
OTA (ng/g) (g/dia) | (ng/Kg p.c./dia)| N9/Kg p.c./dia)

Salami 0,4 3,28 0,022 0,13
Jamon curado 1,52 12,4 0,314 1,8
Salchichas 18 3,04 0,912 53

ID: Ingesta diaria, IDT: Ingesta diaria tolerable.

Estos datos demuestran que la OTA es un contaminante generalizado
de productos de origen animal. Por ello, aunque su importancia es limita-
da frente a otras fuentes, como los cereales, no hay que menospreciar su
aportacién al consumo total de OTA, ya que su presencia en productos esta

confirmada y en ocasiones su aparicion es inevitable.

3.2. PRESENCIA DE OTA EN PIENSOS

La OTA es un contaminante natural de los piensos de animales de granja,
dado que los cereales, uno de sus ingredientes mas importante, pueden es-
tar contaminados por esta micotoxina. El reconocido deterioro de la salud y
del rendimiento de los animales de granja debido a esta micotoxina no sélo
es importante desde la perspectiva de la salud animal, sino también desde
el punto de vista humano, por la potencial exposicion indirecta a través del
consumo de alimentos de origen animal. Ademas, esta contaminacion supo-

ne un problema relevante porque no hay manera de predecirla ni de evitarla
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(Duarte et al., 2011b).

No obstante, aunque la OTA se considera una sustancia indeseable en
la alimentacién animal, la Comision solo ha fijado valores orientativos para
determinar la aceptabilidad de los piensos compuestos y de los cereales y
los productos a base de cereales destinados a la alimentacién animal en la
Recomendacion 2006/576/CE, del 17 de agosto de 2006 (C.C.E., 2006a),
siendo estos valores de 250 ug/Kg para cereales y productos derivados de
cereales y en los piensos complementario y completos de 50 ug/Kg para

cerdos y 100 pg/Kg para aves de corral.

Aunque tradicionalmente se ha estudiado la contaminacién en piensos
para animales destinados a la produccion de alimentos, como las aves de
corral, cerdos y vacas, recientemente se ha cuestionado la necesidad de
prestar especial atencién a los piensos destinados a la alimentacion de pes-
cado, debido al uso en los mismos de ingredientes vegetales (El Sayed et
al., 2009).

3.2.1. Presencia de OTA en piensos para aves

La contaminacion fungica de los piensos para aves puede tener un origen
interno o externo. Es externo cuando el cereal utilizado para su elaboracion
se ha contaminado en la siembra, en la cosecha o durante el almacenamien-
to, mientras que es interno cuando la contaminacion se produce durante el
procesado, mezclado o el almacenado en silos del pienso compuesto. La
OTA se produce en el pienso para gallinas en condiciones de humedad y

temperatura elevadas.

Beg et al. (2006) en Kuwait realizaron un estudio de la contaminacién por
OTA en materia prima para piensos de las aves de corral, en maiz, harina

de soja, salvado de trigo, asi como en los preparados: piensos complemen-
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tarios y completos para aves de corral, para gallinas ponedoras (mezclas)
y para pollos de engorde. El numero de muestras positivas para OTA fue
elevado (incidencia entre 71,4 y 100%) y el promedio concentracién fue >5
ppb en la mayoria de los casos (4,6-9,6 ppb). La mas alta concentracion
media de OTA se encontrd en las mezclas para gallinas ponedoras (9,6 ppb)
y en una muestra de soja en materia prima a base de cereales con un valor

maximo superior a 40 ppb.

En Brasil, Fraga et al. (2007) evaluaron la presencia natural de OTA en
144 muestras en diferentes etapas del procesado del pienso, observando
que el 100% de las muestras estaban contaminadas por OTA con niveles de
17 a 197 ng/g (valor medio: 98,2 ng/g). También concluyeron que aunque,
en la etapa del granulado, dentro del proceso de produccion de pienso, se
produce una importante reduccion de los hongos, no disminuyen los niveles

de micotoxinas.

Schiavone et al. (2008) en Italia realizaron un estudio de OTA en pienso
y en suero de las granjas avicolas convencionales y ecoldgicas situadas al
norte de Italia. Todas las muestras estaban contaminadas con valores en un
rango de 0,04 a 6,50 pg/Kg, pero ninguna muestra estaba por encima de
limites recomendados por la EU en pienso para pollos (100 ug/Kg). No se
detectaron diferencias significativas entre las granjas organicas y conven-
cionales, ni entre granjas de aves ponedoras y granjas de pollos de engorde.
No obstante, la media cuadratica global de contaminacién de OTA encon-
trada en piensos de granjas ecoldgicas era numéricamente mas alta que la
observada en granjas convencionales. La OTA se detecté en el 53% de las
muestras de suero de los animales con rango entre 0,003 y 0,165 ng/ml y no
se apreciaban diferencias significativas entre los valores detectados en las

granjas organicas y en las granjas convencionales.
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Figueroa et al. (2009) en Venezuela evaluaron la presencia de OTA en
50 muestras de piensos concentrados. Los ingredientes usados en estas
muestras eran principalmente cereales (50%). El 94% de las muestras esta-
ban contaminadas por OTA y el rango de contaminacién oscilaba entre 2,56
y 31,98 pg/Kg. Estos valores tan elevados sugieren que quizas los cereales
usados en la fabricacion de los piensos fueran la principal fuente de conta-

minacion fungica y por tanto de la produccion de micotoxinas.

En la Tabla 61 se recoge un resumen de la incidencia (%), valor medio y

maximo de OTA (ug/Kg) piensos para aves.

Tabla 61. Incidencia (%), valor medio y maximo de OTA (ug/Kg) en piensos para aves.

Media OTA V. maximo OTA
Pais/referencia Incidencia (%)
(rg/Kg) (pg/kg)

Kuwait (Beg et al., 2006) 71-100 4,6-9,6 > 40
Brasil (Fraga et al., 2007) 100 98,2 197
Italia (Schiavone et al. 2008) 100 n.i. 6,5

Venezuela (Figueroa et al.
94 n.i. 31,9

2009)

V.: valor, n.i.: no indicado,

3.2.2. Presencia de OTA en pienso para cerdos

Entre los animales de granja, los cerdos son particularmente sensibles a
la acumulacion de OTA ya que la vida media de OTA en su suero es relati-
vamente alta, pudiendo llegar a 72-120 h (Pozzo et al., 2010). La Comisién
Europea emitié una recomendacion que establece un nivel maximo tolerable

de 50 ug/Kg de OTA para la alimentacion de cerdos.
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En la Tabla 62 se recoge estudios de la incidencia de OTA en piensos

para cerdos.

Tabla 62. Incidencia (%), valor medioy maximo de OTA (ug/Kg) en piensos para cerdos

Media OTA V. maximo OTA
Pais/referencia Incidencia (%)
(ug/Kg) (ng/kg)

Italia (Pozzo et al., 2010) 100 0,81 38
Maiz 44 224
Brasil (Rosa et al., 2009) | g. cerveceros 13 n.i. 139
pienso 31 120

Argentina (Pereyra et al., . .
2010) Pienso 100 0,259 n.i.

V.: valor; n.i.: no indicado; g.: granos

Pozzo et al. (2010), en ltalia, investigaron la presencia de OTA en mues-
tras de pienso y suero recogidas entre 2006 y 2009 en granjas de cerdos
con alimentacién organica y convencional. Todas las muestras de pienso
resultaron estar contaminadas por OTA con niveles entre 0,22 a 38 ug/Kg
(media 0,81 ug/Kg). Las concentraciones de OTA encontradas en el pienso
organico eran significativamente mas altas que las encontradas en el pienso
convencional (media OTA organico 2,68 ug/Kg vs media OTA convencional
0,61 pg/Kg), pero ningun valor superaba los limites recomendados por la
UE. En el suero también los niveles de OTA detectados en cerdos de granjas
organicas eran mas elevados que los encontrados en granjas convenciona-
les.

Rosa et al. (2009) en Brasil estudiaron 74 muestras: (32) maiz, (16) gra-
nos cerveceros (subproducto industria cervecera utilizados por su alto con-
tenido en proteinas) que se utilizan como ingredientes para la fabricacion de

piensos y (26) piensos de cerdos, que se recogieron entre 2005 y 2006 de
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diferentes fabricas de Rio de Janeiro. El 44% de las muestras de maiz esta-
ban contaminadas por OTA con valores de entre 42 a 224 ug/Kg, los granos
de cerveza mostraban una incidencia del 13% y valores comprendidos entre
28 y 139 ug/Kg y el pienso acabado presentaba una contaminacion de 31%

con valores de 36 a 120 pg/Kg.

Pereyra et al. (2010) en Argentina evaluaron los hongos y los niveles de
contaminacion de OTA en materias primas y piensos terminados destinados
a las cerdas en las diferentes etapas reproductivas. La OTA no se detecté en
las materias primas, mientras que todas las muestras destinadas a cerdas
jévenes no embarazadas estaban contaminadas con bajos niveles de OTA
(media de 0,259 ug/Kg).

3.2.3. Presencia de OTA en el pienso para ganado vacuno

Los rumiantes son menos sensibles a los efectos adversos de la OTA,
que los animales monogastricos, gracias al flora del rumen. Sin embargo,
la degradacion de esta micotoxina no es completa y su presencia en los ali-
mentos de origen animal (en la carne de vaca y en la leche) y en el suero hu-

mano, indica la continua y generalizada exposicion del ganado a esta toxina.

Rosa et al. (2008) estudiaron 133 muestras consistentes en materia pri-
ma usada como ingrediente para elaborar pienso y en pienso acabado des-
tinado a las vacas procedentes de industrias de Rio de Janeiro, detectando
que un 25% de las muestras de pienso acabado eran positivas a la con-
taminacion por OTA, con niveles entre 12 y 324 pg/Kg. Un 31% del maiz
y un 21,6% de la cebada estaban contaminados por OTA con niveles que
variaron desde 4,9 hasta 132 ug/kg y desde 19,6 a 637 ug/Kg, respectiva-
mente. Las muestras de granos cerveceros fueron los mas contaminadas

(45%) mostrando valores entre 26,8 y 439 ug/kg. La harina de algodon y
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las muestras de pulpa de citricos no mostraron niveles detectables de OTA
contaminacion. En este estudio numerosas muestras presentaban niveles

de OTA superior a limites recomendables.

3.2.4. Presencia de OTA en otros estudios de piensos para animales

Magnoli et al. (2005) en Argentina evaluaron la incidencia de OTA en
pienso, detectando la presencia de esta micotoxina en un 15%, un 10% y
12% de las muestras de pienso para cerdos, gallinas y conejos respectiva-
mente. Los niveles medios encontrados oscilaban entre 15 a 25 ng/g en los
tres tipos de piensos. Klaric et al. (2009) detectaron en piensos una inciden-
cia de contaminacion por OTA del 15,4%, con una media de 9,2 ppb y un

rango comprendido entre n.d. y 12,9 ppb.

Estos estudios muestran que la frecuencia de contaminacién por OTA es
muy elevada, en la mayoria de casos superior a 90%, pero los niveles detec-
tados son inferiores a los recomendadas por la Comision Europea. Los re-
sultados son controvertidos en cuanto al tipo de sistema de crianza. Algunos
estudios revelaron una mayor contaminacién en la alimentacion organica de
cerdos que en la alimentacién convencional (Pozzo et al., 2010), mientras
que en otros la contaminacién por OTA en piensos derivados de sistemas
agricolas organicos no era mayor que la detecta en piensos procedentes
de sistemas agricolas convencionales segun el estudio de Schiavone et al.
(2008).

En cuanto a las concentraciones de OTA detectadas en suero animal los
valores mas altos se observan en los cerdos (Pozzo et al., 2010). Esta di-
ferencia podria ser explicada por la toxicocinética de la OTA, que difiere de
un animal a otro. La vida media de la OTA en el suero de cerdo es de hasta

20-30 veces mas larga que la del suero de aves de corral, lo que conduce a
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una mayor contaminacion e incidencia por OTA en el cerdos. Sin embargo,
las especies de aves de corral parecen eliminar la OTA mas rapidamente

que los mamiferos, logrando una menor acumulacion de OTA en sangre.

Se puede concluir que los piensos, tanto en la materia prima como en el
pienso acabado, son una fuente de OTA y que es necesario adoptar progra-
mas que fomenten la calidad del forraje y garanticen piensos libres de mico-
toxinas para prevenir las micotoxicosis en la produccién animal, reducir cos-

tes econdmicos y minimizar los riesgos potenciales para la salud humana.
3.3. Presencia de OTA en muestras bioldgicas de seres humanos

3.3.1. Contenido de OTA en muestras de orina

La OTA es uno de los contaminantes humanos mas prevalentes en la
cadena alimentaria. Su presencia, en el cuerpo humano, es debida prin-
cipalmente a la ingestién de pequenas cantidades presentes en una gran
variedad de productos alimenticios y bebidas. De ahi que los esfuerzos de
los investigadores y de las autoridades se hayan centrado normalmente en
evaluar incidencia de las micotoxinas en los alimentos para determinar los
niveles de contaminacion. Sin embargo, las variaciones en la elaboracién de
alimentos, la ingesta de alimentos, los niveles de contaminacion, la absor-
cion intestinal, la distribucidn y la excrecion de la toxina con lleva variaciones

individuales en los niveles de toxina (Rubert et al., 2011b).

Por ello, la medida de biomarcadores en fluidos bioldgicos: sangre, orina
y leche materna es un forma de evaluar la exposicion humana a las micoto-

xinas (Solfrizzo et al., 2011).

La exposicién a la OTA se ve incrementada debido a la larga vida me-

dia de estas micotoxinas en el suero como resultado de su capacidad para
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unirse a las proteinas plasmaticas, a su circulacion enterohepatica y a su
reabsorcion en la orina (Manique et al., 2008), lo que permite que la concen-

tracion de OTA en sangre sea un buen biomarcador.

No obstante, recientemente se ha demostrado que la correlacion entre
la concentracion urinaria de la OTA y la ingesta alimentaria parece ser mas
fuerte que la relacion correspondiente entre el nivel plasmatico de la OTAy

el consumo (Fazekas et al., 2005b).

En la Figura 12 se recoge la frecuencia de deteccion de OTA en muestras

de orina encontradas en diversos estudios.

Figura 12. Incidencia (%) de OTA en orina
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a: Fazekas et al. (2005b), b: Pena et al. (2006), c: Manique et al. (2008) Portugal, d: Manique et al. (2008)
Espafa, e: Akdemir et al. (2010), f: Rubert et al. (2011b)

Fazekas et al. (2005b) estudiaron el contenido de OTA en las muestras
de orina de 88 personas sanas de Hungria. La OTA se detecté en el 61%
de las muestras con una concentracion media de 0,013 ng/ml (rango: 0.006-
0.065 ng/ml). Las diferencias de concentraciones de OTA en la orina de las
muestras de hombres y mujeres no fueron significativas. Estos resultados

indican que la OTA esta presente de manera regular en los alimentos con-
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sumidos por la poblacion humana. Pena et al. (2006) analizaron un total de
60 muestra de orina de habitantes de Coimbra y en el 70% de las muestras
se confirm¢ la presencia de OTA en concentraciones cuyo rango oscilo entre
0,02 y 0,105 ng/ml (media de 0,027 ng/ml). Manique et al. (2008) evaluaron
los niveles de contaminacion de las muestras de orina recogidas por la ma-
fAanay por la tarde en dos poblaciones en Coimbra y en Valencia. En ambas
poblaciones se detectaron diferencias significativas entre los niveles de con-
taminacién de las mananas y las tardes. La poblacion espafiola presentaba
mayor frecuencia de deteccion (81-84%) y concentraciones mas altas de
OTA tanto en la mafiana como en la tarde. Las diferencias regionales de-
tectadas en los niveles de OTA en los liquidos biolégicos puede estar rela-
cionada con diversos factores: condiciones climaticas, habitos de consumo

diferentes, deficientes técnicas de conservacion de los alimentos, etc.

Akdemir et al. (2010) detectaron una incidencia de OTA en el 83% de
las muestras de orina, frecuencia similar a la encontrada en la poblacién
valenciana por Manique et al. (2008). Rubert et al. (2011b) analizaron orina
de 27 voluntarios, detectando solo trazas de OTA en tres muestras de orina
(11,1%) con una concentracion menor al LOQ (1,5 ng/ml). La frecuencia de
deteccién es menor en el estudio de Rubert et al. (2011b) que la recogida en
los otros estudios similares; esta diferencia podria ser atribuida a que el tra-
bajo es de monitorizacién multi-micotoxinas hecho que puede comprometer

la sensibilidad del método.

Si se comparan los niveles de contaminacion, la media de concentracion
en Hungria (Fazekas et al., 2005b): 0,013 ng/ml es la mas baja, seguido de
la detectada en Coimbra por Manique et al. (2008): 0,019 ng/ml. Se obser-
van similares concentraciones en el estudio de Pena et al. (2006): 0,027 ng/

ml, y Manique et al. (2008) en la poblacion Valenciana: 0,03 ng/ml. Akdemir
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et al. (2010) en Ankara detectaron valores medios de OTA de 14,309 ng/g en

creatinina y maximos de 75 ng/g en creatinina.

Se puede concluir que la determinacion del los niveles urinarios de OTA
es un enfoque adecuado para evaluar la exposicion humana a la OTA con la

ventaja de ser menos invasiva que la vigilancia de la sangre.

3.3.2. Contenido de OTA en muestras de sangre

Existen numerosos estudios en donde se ha detectado la presencia de
OTA en sangre (plasma y suero). Estos resultados indican una continua y
amplia exposicion humana a esta micotoxina. Sin embargo esta exposicién

no es uniforme, variando de entre paises e individuos.

En la Tabla 63 se recogen algunos trabajos de niveles de OTA en plasma
y suero de diferentes paises del mundo con dos clases de participantes:

personas sanas y personas que sufren nefropatias.

Los resultados, en general, reflejan altas frecuencias (% de muestras po-
sitivas) de contaminacion de la sangre humana por OTA, aunque los niveles
(ng OTA/ml de plasma o suero) son bajos, mostrando una amplia exposicion

humana esta micotoxina.

La incidencia de contaminacién de sangre por OTA se encuentra en el
rango de 28 a 100%, diferencias que pueden ser atribuibles a los distintos
LOD y LOQ usados en el analisis de las muestras de suero o plasma en

cada estudio.

Tal como se refleja en la Tabla 63 la menor presencia de OTA en plasma
humano (63%) se encontrd en Argentina (incidencia mas baja que en Chile)
y, contrariamente a lo esperado, el LOQ del método empleado (0.019 ng/ml)

no era el mas alto en comparacién con el resto de estudios considerados.
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Tabla 63. Incidencia (%), concentracion media, valor maximo de OTA (ng/ml) y LOD

(ng/ml) en muestras de sangre

Pais/referencia Liquido Incidencia | Media | Maximo LOD
biologico (%) (ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml)
Espafa (Coronel et
al., 2009) Plasma 98,6 0,86 8,68 0,075
Espafia (Medina et
al., 2010) Plasma 100 1,09 5,71 0,01
talia (Di Giuseppe et} ;¢ 99,1 0,229 50,5 0,025
al., 2011)
Chile (Mufioz et al., 70 (total) n.i. n.i.
2006?) Plasma 50 0,44 2,75 0,1
Colbun
San Vicente Tagua 90 0.77 212
|
Argentina (Pacin et 63 (total) n! n
al., 2008)
Mar del Plata Plasma 63,8 0,15 47,6 0,012
| Rodri
General Rodriguez 62.3 0.43 748
n.i. 2,49
Portugal (Lino et al.,
2008) 0,42 0,96
Coimbra Suero 100 (total) 0,1*
Ereira 0,44 1,91
Verride
0,78 2,49
Portugal (Dinis et al., nl .
2907) Suero pacien- 100 0.5 1,52 0,05*
Coimbra tes
Aveiro 0,49 1,03
Italia (Biasucci et al., | Suero (':.ordon 99 0,4998 0.5 0,025
2011) umbilical
Turquia (Erkekoglu 81a 0,137a 1,496a
et al., 2010) Suero 98b 0.312b | 0887b 0,025
Tunez (Karima et al.,
2010) Suero 28 0,49 11,67 0,1
Tunez (Zaied et al., 49c 3,3c 8,5¢
2011) Suero 764 18d 65d 0,05

n.i.: no indicado; *LOQ (ng/ml), a: invierno, b: verano, c: donantes, d: pacientes
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La maxima incidencia de OTA en plasma se recoge en el estudio de Es-
pafia (Medina et al. 2010) donde en el 100% de las muestras se encontré
esta micotoxina. En cuanto a las concentraciones de OTA el valor maximo

(74,8 ng/ml) se detecto en Argentina (Pacin et al., 2008).

En suero se observa la misma tendencia, la menor incidencia se detecta
en Tunez (Karima et al., 2010) con un 28% (LOQ 0,2 ng/ml) y la mayor inci-
dencia se recoge en Dinis et al. (2007) con un 100% (LOQ: 0,05 ng/ml) y en
Lino et al. (2008) con un 100% (LOQ: 0,1ng/ml).

En algunos estudios intentan establecer posibles diferencias en los nive-
les de OTA en sangre atendiendo a la region donde vivia la poblacion objeto
de analisis, a la estacion el ano en que se tomaron las muestras, asi como

diferencias atribuibles al sexo y la edad.

Relacién genero/ contaminacion por OTA de la sangre.

Mufioz et al. (2006) observaron que la media de los niveles de OTA en las
mujeres era significativamente mas alta que la de los hombres en la zona de
San Vicente de Tagua. En el estudio de Lino et al. (2008) los niveles de OTA
en dos poblaciones rurales Verride y Ereira de Portugal eran mas altos en

los hombres que en las mujeres.

Pacin et al. (2008) estudiaron las concentraciones de OTA en el ciudades
de Mar del Plata y General Rodriguez de Argentina, encontrando diferencias
significativas entre hombres y mujeres en General Rodriguez, siendo los

hombres quienes tenian concentraciones mas altas.

Di Giuseppe et al. (2011) detectaron diferencias significativas en la con-
centracion OTA ajustada por edades en hombres y mujeres (0,271 ng/ml
vs 0,194 ng/ml). Karima et al. (2010) en un estudio de Tunez observaron

que los hombres tenian valores medios de OTA significativamente mas altos
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(0,77 n/ml) que las mujeres (0,24 ng/ml).

No obstante, existen estudios donde no se aprecian diferencias significa-
tivas entre el género y los niveles de esta micotoxina. Coronel et al. (2009)
no observaron diferencias significativas en la concentracién de OTA en plas-
ma de mujeres y hombres. Medina et al. (2010) apreciaron que en los ni-
veles de OTA en plasma no se encontraban diferencias significativas entre
ambos sexos. Dinis et al. (2007) observaron que en Coimbra y en Aveiro no

se aprecian diferencias significativas entre genero.

Por tanto, los datos sobre la relacidon de los niveles de OTA en sangre
humana y el género participantes son contradictorios, si bien se observa
que en algunos casos la poblacion masculina presenta los valores mas altos
(Coronel et al., 2010).

Relacién edad/ contaminacién por OTA de fluidos.

Solo unos pocos estudios han mostrado una relaciéon entre la edad de la

participantes y los niveles de OTA en sangre.

Lino et al. (2008) estudiaron tres poblaciones: la ciudad de Coimbra y las
zonas rurales de Verride y Ereira, encontrando que las mas altas concentra-
ciones de OTA se detectaban en las personas mayores de 40 anos de las
dos zonas rurales estudiadas. Pacin et al. (2008) compararon cuatro grupos
de edad (21-30, 31-40, 41-50, 51-60 anos) de las ciudades argentinas de
Mar del Plata y General Rodriguez, encontrando diferencias significativas
entre todos grupos de edad de ambas ciudades. En Mar de la Plata se de-
tectaron los mayores niveles en el grupo de 31-40 afios y en General Rodri-
guez los valores mas elevados se observaron en la poblacion comprendida
entre los 51 a los 61 anos. Coronel et al. (2009) estudiaron tres grupos de

edad (edades comprendidas entre18 a 29, 30-44 y 45 anos o mas) y los
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valores medios mas altos se encontraron en el grupo de personas mayores
de 45 afos o0 mas, detectando diferencias significativas entre los tres grupos
de edad. Cuanto mayor era la edad de los participantes, mayores eran los

niveles de OTA en el plasma.

Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Medina et al. (2010)
donde no se encontraron diferencias entre los grupos de edad. Tampoco con
los del estudio de Erkekoglu et al. (2010) en Turquia donde se estudi6 las
poblaciones de dos regiones (Mar Negro y Mediterraneo en invierno y vera-
no) cuya edad estaba comprendida entre los 6 a los 80 afios, dividiéndola
en tres grupos: nifios, adultos y edad avanzada. La mayor concentraciéon
de OTA se determin6 en el verano en los nifios que vivian en la region del
Mar Negro (0,877 ng/ml). Los niveles de OTA en nifios eran mas altos que
los encontrados en otros grupos de edad en verano, pero la diferencia no
era estadisticamente significativa. En la region mediterranea, los niveles de
OTA en las muestras de sangre recogidas de poblacion de edad avanzada
(0,405 ng/ml) en verano fueron mas altos que la de otros grupos en el mis-
ma region. No hubo diferencias significativas entre los grupos de edad en el

periodo de invierno.

Por tanto, la relacion entre la edad de la poblacion y los niveles de OTAno
esta clara y en aquellos estudios donde se observa, no coinciden los grupos
de edad.

Relacion entre localizacion geografica/contaminacion OTA.

En estos estudios se intentaba relacionar la localizacion geografica con
la presencia de OTA en sangre. En Chile, los niveles de OTA en plasma fue-
ron estudiados en dos zonas agricolas diferentes: Colbun y San Vicente de
Tagua siendo en esta ultima significativamente mayores que los niveles en-

contrados en Colbun (Mufioz et al., 2006). Lino et al. (2008) compararon los
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niveles de OTA en suero de los habitantes de la ciudad de Coimbra y de dos
aldeas agricolas (Verride y Ereira). Las poblaciones rulares estaban mas
expuestas a esta micotoxina que las zonas urbanas y presentaban mayores
concentraciones de OTA en sangre. Los niveles mas altos se detectaron
en la poblacion rural de Verride. Estos datos podian estar relacionados con
las diferencias climatoldgicas entre las zonas estudiadas. Verride y Ereira
se encuentran situadas en el valle de Mondego donde el grado humedad
es mayor, factor que contribuye a la deficiente conservacion de productos
agricolas; otra razon podria ser los diferentes habitos de consumo: la mayor
ingesta de bebidas alcohdlicas y el consumo de comidas regionales pueden

contribuir a esta situacion.

Pacin et al. (2008) observaron diferencias significativas entre dos ciu-
dades de Argentina atribuibles a diversos factores, uno de ellos es el di-
ferente periodo en que se obtuvieron las muestras y otro factor podria ser
las diferencias poblacionales entre General Rodriguez (media: 0,24 ng/ml)
que presenta un nivel socioeconémico mas bajo que las de Mar del Plata
(media: 0,11 ng/ml), diferencia que podria implicar la ingesta de alimentos
de menor calidad. Karima et al. (2010) observaron también diferencias entre
la incidencia y concentracion de OTA en el suero entre regiones de Tunez,

detectando los mas altos valores de OTA en el area de Sahal.

Sin embargo, Dinis et al. (2007) no encontraron diferencias entre los ni-
veles de OTA en pacientes con nefropatia de Coimbra con los de Aveiro.
Erkekoglu et al. (2010) no observaron diferencias significativas en los nive-
les de OTA en suero entre las dos regiones estudiadas de Turquia. Pero la
frecuencia de las muestras con concentraciones superiores a 1 ng OTA/ml

fue del 12% en la regién del Mar Negro y el 5% en el Mediterraneo.

Por tanto, se ha observa que la distribucion de OTA en sangre varia entre
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regiones dentro de un pais, influyendo en estas variaciones factores como

los habitos dietéticos y el clima de cada region.

Relacion variaciones estacionales/ contaminacion por OTA.

Existen estudios que relacionan las concentraciones de OTA con las va-
riaciones estacionales. Erkekoglu et al. (2010) observaron valores mas altos
de OTA en las muestras de suero recogidas durante el verano, existiendo
diferencias significativas entre estas muestras y las tomadas en invierno,
diferencias que podrian estar relacionadas con las condiciones particulares

del clima y las variaciones estacionales de los habitos alimentarios.

En estos estudios la mayoria de los donantes son personas sanas que
no son representativas del total de la poblacién. Algunos de estos trabajos
estudia pacientes con problemas renales, observando que sus niveles de

OTA en plasma fueron mayores.

Zaied et al. (2011) midieron los niveles séricos de OTA en varios grupos
de pacientes que tenian diferentes enfermedades renales. En el grupo sano,
el 49% de los individuos mostraron concentraciones de OTA comprendidas
entre 1,7 y 8,5 ng/ml y un valor medio de 3,3 ng/ml, sin embargo, entre los
pacientes con nefropatias, en el grupo con nefropatia intersticial crénica con
etiologia desconocida CIN se detecté la de mayor incidencia (76%), con
valores que oscilaban entre 1,8 hasta 65 ng/ml y con una media 18 ng/ml,
confirmando la relacion entre los niveles de OTA en sangre y el desarrollo
de la patologia renal. Por el contrario, en el estudio de Dinis et al. (2007) los
niveles de OTA en suero de los paciente estudiados sometidos a dialisis fue

similar a los que se detectdé en una anterior estudio en donantes sanos.

Estimacion de la ingesta OTA.

En estos estudios se estima la ingesta de OTA por medio de los niveles
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de la micotoxina en plasma y suero utilizando la ecuacion propuesta Klaas-
sen (1986).

K,=CL,xCp /A
Siendo:

K,:ingesta de OTA (ng/Kg p.c./dia).

CL.: aclaramiento plasmatico (ml/kg de p.c./dia).
Cp: concentracion plasmatica de la OTA (ng/ml).
A: biodisponibilidad de la OTA.

La mayoria de autores asumen una biodisponibilidad de alrededor de un
50% vy los valores del aclaramiento plasmatico varia segun la fuente utiliza-
da. En la Tabla 64 se recoge datos de ingesta a partir de concentraciones

en sangre.

Tal como se refleja en la Tabla 64 los valores obtenidos en la estimacion
de la ingesta media de OTA son notablemente inferiores a la ingesta diaria
tolerable establecida por la EFSA (2006): 17,2 ng/kg p.c./dia.

En algunos estudios también se estima la ingesta diaria de OTA basan-
dose en los datos de consumo de alimentos obtenidos por medio de cues-
tionarios y combinados con los valores de la contaminacién de alimentos
recogidos en la literatura, intentando buscar la relacion entre el consumo de

determinados alimentos y los niveles de OTA en sangre.

Coronel et al. (2009) detectaron diferencias significativas entre la ingesta
de OTA basada en el consumo de alimentos y la estimada en base a con-
centraciones plasmaticas (no existia correlacion entre consumo de alimen-
tos potencialmente contaminados por OTA y niveles de OTA en sangre). La
media de ingesta estimada a partir de los datos de alimentos (1,96 ng/Kg

p.c./dia) fue mayor que la calcula a partir de plasma. Medina et al. (2010) no
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observaron correlacién entre los niveles plasmaticos de la OTAy el consumo
individual de 26 grupos de alimenticios potencialmente contaminados por
esta micotoxina. Di Giuseppe et al. (2011) observaron que los coeficientes
de correlacion entre consumo de alimentos y niveles plasmaticos de OTA
eran débiles, si bien la carne procesada y el cordero eran los items que mas
contribuian a la variacion de OTA en plasma. El consumo de cereales, vino,
cerveza, mermelada y miel se correlacionaron positivamente con los niveles

de OTA en sangre.

Tabla 64. Ingesta de OTA a partir de datos de OTA en sangre

Referencia Pais I__|q5m_io ID (OTA plasr’na)
biologico (ng/kg p.c/dia)
Coronel et al. (2009) Espafa Plasma 1,69 a
. - 2,16 a
Medina et al. (2010) Espana Plasma 147 b
Di Giuseppe et al. (2011) Italia Plasma 0,45 a
Chile
Mufoz et al. (2006) Colbun Plasma 0,84 a
San Vicente Tagua 1,40 a
Argentina
Pacin et al. (2008) Mar del Plata Plasma 0,15b
General Rodriguez 0,32b
Portugal
. . 0,56 b
Lino et al. (2008) Combra Suero 0.59 b
Ereira 105b
Verride ’
Portugal n.i.
Dinis et al. (2007) Coimbra Suero pacientes 0,67b
Aveiro 0.65b
Biasucci et al. (2011) ltalia Suero cordon 098a
umbilical
. 0,182b invierno
Erkekoglu et al. (2010) Turquia Suero 0,408b verano
. . 4,42b donantes
Zaied et al. (2011) Tunez Suero 26b pacientes CIN

a: ecuacion de Klassen con valores de A: 50% y aclaramiento renal 0,99ml/kg, K = 0,99 x Cp /0,50= 1,97
x Cp; b: ecuacion de Breitholtz: con valores de A: 50% y aclaramiento renal 0,67ml/kg, K ;= 0,67 x Cp
/0,50= 1,34 x Cp. ID: Ingesta diaria.
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Muhoz et al. (2006) pusieron de manifiesto que la correlacion entre nive-
les plasmaticos de OTA y el consumo de alimentos no era significativa, con
excepcion del consumo de cereales en hombres en Colbun y el consumo de
pollo en San Vicente de Tagua donde se detectaba un ligera relacién. Bia-
succi et al. (2011) observaron una correlacion significativa entre el nivel de
OTA en el suero e ingesta de carne de cerdo, refrescos, los dulces y el vino
tinto. A diferencia de anteriores estudios los cereales no mostraban corre-
lacion con la presencia de OTA en sangre. Zaied et al. (2011) consideraron
que los altos niveles de contaminacion en los alimentos de Tunez (Zaied et
al., 2009) estaban relacionados con los altos niveles de OTA en sangre en
este pais. Erkekoglu et al. (2010) detectaron diferencias significativas entre

la ingesta de OTA estimada en invierno y en verano.

En general los estudios coinciden en que la correlacién entre los niveles
plasmaticos de OTAy la ingesta estimada es muy débil o no existe, si bien
algunos autores relacionan el consumo de determinados alimentos con los

niveles sanguineos de la OTA.

3.3.3. Contenido de OTA en leche materna

La lactancia materna es muy importante en el primer afio de vida de los
bebes. Sin embargo, la leche materna puede estar contaminada por OTA.
El contenido de OTA en la leche materna es aproximadamente una décima
parte o menor que el contenido de esta micotoxina en la sangre humana y la
concentracion de OTA en el suero fetal es el doble que el nivel de la madre
(Gurbay et al., 2010). Si la madre esta expuesta a altas concentraciones de

OTA, cabe esperar altos niveles de OTA en la leche materna.

En la Tabla 65 se recoge estudios de contaminacién de leche materna
por OTA.
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Tabla 65. Incidencia (%), concentracion media y rango de OTA (ng/ml) en leche
materna

Pais/referencia Inci(ci/eo;cia Media (ng/l) Rango (ng/l)
Italia (Galvano et al., 2008) 74 0,03 <0,005-0,405
Italia (Biasucci et al., 2011) 79 0,01* 0,011->0,10
Egipto (Hassan et al., 2006) 72 1,89 n.i.

Sloveniaz((%%s;tal etal, 30 ni 0,002-0,06
Turquia (2%(1]’5’)33' etal, 100 n.i. 0,620-13,1

*s0lo las positivas, n.i.: no indicado

Galvano et al. (2008) en ltalia analizaron OTA en 82 muestras de leche
materna, detectandose diferencias en los niveles de OTA atendiendo a los
habitos de consumo y de bebida. Los niveles de OTA fueron significativa-
mente mayores en la leche materna de las consumidoras habituales de pro-
ductos de pan, de panaderia y la carne de cerdo curada. No existian dife-
rencias estadisticamente significativas entre las consumidoras habituales de
pasta, galletas y zumos (aunque los valores medios de contaminacion de
OTA eran mas altos) y las consumidoras moderadas. Biasucci et al. (2011)
no observaron correlacion entre niveles de OTA en suero y leche materna,
no obstante, cuando consideraban solo las muestras positivas de leche, se
detectaba una correlacion lineal entre niveles de OTA en suero y el cociente
entre OTA suero / OTA leche. Los dulces, el aceite de semillas y los refres-
cos mostraban un correlacion significativa con los niveles de OTA en leche

materna y el consumo de pescado estaba inversamente relacionado con los
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niveles de OTA en leche. Hassan et al. (2006) en Egipto observaron que el
72% de las madres y todos sus bebes amamantados habian sido contami-
nados con OTA. Los niveles medios detectados en madres en suero eran
de 4,28 ng/ml y en la leche eran de 1,89 ng/ml. En los lactantes los niveles
medios en suero detectados eran de 1,26 ng/ml. Los analisis mostraron que
habia una correlacion significativa entre presencia de OTA en el suero de los
lactantes y microalbuminuria en orina. Dostal et al. (2008) en Eslovenia es-
tudiaron la presencia de OTA en leche materna, determinado que el valor de
la IDT para un bebe de 4 kg que ingiere 630 ml de leche materna, era de 20
ng/4kg de p.c. Gurbay et al. (2010) analizaron la leche materna de madres
de Turquia, siendo los valores detectados en este estudio los mas elevados,
hecho que indica la alta exposicion de las madres a la OTA y el peligro po-

tencial que representa esta micotoxina a los recién nacidos.

Galvano et al. (2008) sugieren en su trabajo que los buenos habitos ali-
menticios en general, como puede ser la dieta mediterranea, se encuentran

entre los factores que pueden contribuir a la reduccién de la ingesta OTA.

Por lo tanto debido a la gran susceptibilidad de los recién nacidos, se de-
ben considerar seriamente estrategias de reduccién de la ingesta dietética
de estas toxinas y proceder a la vigilancia de los niveles de OTA en la leche

materna y sus efectos nocivos.

3.4. Estimacion de la ingesta diaria de OTA en poblacién espaiiola

El calculo de la IDE de OTA en la poblacién espafiola se ha realizado a
partir de los valores minimos y maximos de OTA encontrados en los diferen-
tes estudios nacionales y los valores de consumo recogidos en la ENIDE
(AESAN, 2011a) para una persona de 60 kg. La IDE se recoge en la Tabla
66.
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Tabla 66. Estimacion de la IDE de OTA por consumo de diferentes alimentos

Valor Consumo | IDE OTA % IDT
Producto minimo-maximo | (g/personal | (ng/Kg p.c./ (17,2 ng/
OTA (ng/g) dia) dia) Kg p.c./dia)
Arroz 43273 15,22 11-6.9 6.3- iol,é%(z,m
Otros cereales , 6,8-27,1 0,52 0,06-0,23 0,34-1,37
Cereales desayuno , 0,06-1,2 5,53 0,06-0,11 0,033-0,64
Panblanco , 0,04-19,6 7714 0,05-25,2 0.3- 1?31;_5) (8.5x
Cerveza 0,007-0,147 99,21 0,01-0,24 0,06-1,413
Vino mesa 0,004-0,179 35,90 0,002-0,11 0,011-0,62
Vino dulce , 27,79 0,37 0,17 0,99
Pimenton dulce 0,1-281 0,04 0,0001-0,18 0,004-1,09
Café tostado , 1,21-4,21 56,95 1,15-3,99 O'OZi‘fS'T?)’ (14
Cacao en polvo ,, 0,55-1,82 2,70 0,02-0,08 0,1-0,4
Higos desecados ,, 0,1-277 0,48 0,001-2,2 0,006-12,9
Uvas pasas ,, 0,3-100 0,24 0,0012-0,4 0,007-2,3
Pistachos ,, 11-203 0,29 0,05-0,98 0,3-5,7
Nueces,, 0,04-0,23 1,15 0,001-0,004 0,006-0,025
Almendras ,, 11-266 0,78 0,14-3,5 0,8-20,1
Cacahuetes 15-160 0,44 0,1-1,2 0,6-6,9
Albaricoques,, 2,83 0,04 0,002 0.01
Ciruelas 0,22-2,62 0,04 0,001-0,002 0,001-0,1
Castafias 0,47-65,84 0,23 0,002-0,3 0,01-1,5
Zumo de uva ,; 0,59-2,57 0,08 0,001-0,003 0,001-0,02
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Tabla 66. Estimacion de la IDE de OTA por consumo de diferentes alimentos

Valor Consumo | IDE OTA % IDT
Producto minimo-maximo | (g/personal/ | (ng/Kg p.c./ (17,2 ng/
OTA (ng/g) dia) dia) Kg p.c./dia)
Uva,, 0,53-2,69 2,32 0,02-0,1 0,12-0,58
Horchata ,, 2-2,4 0,96 0,03-0,04 0,17-0,22
Regaliz ,, 1,8-12 0,69 golosinas| 0,02-0,14 0,12-0,8
Aceitunas ,, 1,18-1,86 3,48 0,07-0,11 0,04-0,63
Aceite 0,1-2,47 23,3 0,04-0,96 0,23-5,6
Leche ,, 0,07-0,11 191,48 0,2-0,35 1,3-2,04
Queso ,, 0,2-3 2,56 0,01-0,13 0,06-0,7
Salami ,, 0,06-0,4 3,28 0,004-0,02 0,02-0,13
Jamon curado 0,28-1,52 12,40 0,06-0,32 0,35-1,86

1: Gonzalez et al. (2006), 2: Juan et al. (2008a), 3: Ibafiez-Vea et al. (2011), 4. Gonzalez-Osnaya et al.
(2007), 5: Medina et al. (2005), 6: Quintela et al. (2011), 7: Valero et al. (2008) 8: Santos et al. (2010), 9:
Coronel et al. (2011), 10: Brera et al. (2011), 11: Pavon et al. (2012), 12: Askoy et al. (2007), 13. Zaied et
al. (2010), 14: Zinedine et al. (2007c) ,15: Zaied et al. (2010), 16: Zaied et al. (2010), 17: Fakoor Janati et
al. (2012), 18: Fakoor Janati et al. (2012), 19: Pietri et al. (2012), 20: Lasram et al. (2007), 21: Meletis et
al. (2007), 22: Rubert et al. (2011a), 23: Herrera et al. (2009), 24: Ghitakou et al. (2006), 25: Ferracane
et al. (2007), 26: Pattono et al. (2011), 27: Dall'Asta et al. (2008), 28. Monaci et al. (2005), 29: Toscani et
al. (2007).

Se observa que, segun los datos recogidos en la Tabla 66, las principales
fuentes de exposicion de OTA son el pan y el arroz. El café también es una

posible fuente de exposicion a esta micotoxina.

Si se agrupan los valores maximos de la IDEs por tipo de alimento se
confirma que tal como se refleja en la Figura 13, la fuente de exposicién mas
importante proviene de los cereales (66%) seguida de la de los frutos secos

y frutas desecadas que incluye las uvas pasas.

217



3. Resultados y discusion

Figura 13. Porcentajes de contribucion de cada grupo de alimentos a la exposicion
global de OTA
u Cereales
B Frutos secos y frutas
desecadas
m Café
m Otros: horchata, regaliz,
aceite, leche, queso, uva.

m Cacao

m Carnicos

mVino
w Cerveza

Especias
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Conclusiones

Primera.- La fuente de exposicion mas importante para ocratoxina A son

los cereales, los frutos secos, frutas desecadas y café.

Segunda.- El trigo es el cereal mas comunmente contaminado por OTAy
el sorgo es el que presenta niveles de contaminacién mas altos. La contami-

nacion por OTA es mayor en los cereales ricos en fibra.

Tercera.- En el pan la contaminacion por OTA varia en funcion del cereal
utilizado como materia prima, si bien el pan de maiz suele presentar una

mayor contaminacién que el de trigo.

Cuarta.- Los frutos secos y las frutas desecadas pueden ser una fuente
adicional de OTA. En uvas pasas el porcentaje de muestras que superan los
limites legislados es bajo, pero aunque la ingesta de las pasas es ocasional,
constituyen una fuente de OTA por su consumo directo o a través de la in-

gesta de otros alimentos que las contienen, en ciertos grupos de poblacion.

Quinta.- La OTA es la principal micotoxina encontrada en el café. El café
verde es una de las materias primas mas susceptibles de contaminacion por
OTA alcanzando el 98% de muestras contaminadas. Los niveles y el grado

de contaminacion son similares en el café verde y procesado.

Sexta.- La cerveza no constituye un factor importante para la exposicion
de OTA en la poblacién, si bien es una fuente adicional que es necesario

tener en cuenta y controlar.

Séptima.- La gran variedad de vinos existentes y los diferentes métodos
de analisis utilizados en la determinacién de la OTA hacen dificil unificar
resultados. Si bien, se observa mayor contenido de OTA en el vino tinto,

siendo siempre menor al valor legislado.
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Octava.- Las muestras de especias contaminadas por OTA son muy di-
versas, pero se encuentra principalmente en el pimenton dulce y la pimienta

negra.

Novena.- La OTA es la principal micotoxina presente en el cacao, no obs-

tante son pocas las muestras que superan el valor recomendado.

Décima.- Ocasionalmente el regaliz y sus derivados presentan un eleva-
do contenido de OTA.

Onceava.- Los niveles de OTA detectados en las aceitunas y en el aceite
son bajos, pero pueden contribuir a la ingesta diaria de OTA dado que son

alimentos importantes dentro de la dieta mediterranea.

Doceava.- La ingesta de OTA por el consumo de productos de origen ani-
mal es limitada frente a otras fuentes, como los cereales, no obstante, debe
recomendarse su control en piensos, dado que son una fuente indirecta de

OTA para los humanos a través del consumo de alimentos de origen animal.

Decimotercera.- Los resultados, en general, reflejan altas frecuencias de
contaminacién de la sangre humana por OTA. La poblacién rural esta mas
expuestas que la poblacién urbana y presenta mayor concentracion en san-

gre.

Decimocuarta.- La dieta mediterranea supone un riesgo de exposicion
a OTA si se considera el consumo de cereales, cerveza, vino, café, pasas,
aceite y aceitunas entre otros alimentos, porque ademas de estimar la expo-
sicion a OTA, deberia tenerse en cuenta las interacciones con otras micoto-
xinas presentes en los alimentos, con objeto de realizar una mejor evalua-

cion del riesgo de exposicion a micotoxinas.
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