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RESUMEN
La ocratoxina A es un metabolito secundario producido por hongos del género
Aspergillus y Penicillium, es decir, se trata de una micotoxina. Los estudios
revelan que la ocratoxina A puede ser nefrotdxica, hepatotdxica, teratogeénica,
inmunosupresora y carcinogénica en animales, por tal razon ha sido clasificada
por la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer como posible
carcindogeno humano en el grupo 2B.
La Ocratoxina A puede estar presente en el café como un contaminante y es
conocido que su concentracion en café instantaneo tiende a tener valores
mayores, comparado con muestras de café tostado y molido, por lo que a fin de
analizar su incidencia en muestras de café instantdneo se realizd su
determinacion por medio del ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas de
tipo competitivo directo.
En la investigacion se seleccionaron las seis marcas de café instantdneo puro
gue se encontraron presentes en todos los supermercados del distrito 2, zona 2,
de San Salvador siendo estas Listo, Nescafé, Musun, Coscafé, Juan Valdez y
Colcafé, se recolectaron 3 frascos por marca, es decir, 18 muestras de café
instantaneo, llevandose a cabo dos determinaciones por cada muestra,
totalizando asi 36 andlisis. Los analisis fueron realizados en el lector de
microplacas Biotek EIX800 del laboratorio de analisis bromatologico de la
Universidad de El Salvador.
En los ensayos ninguna de las muestras analizadas superd los limites
establecidos para el contenido de Ocratoxina A en café instantaneo el cual es de
10 ppb, debido a que los resultados obtenidos reflejaron concentraciones
menores a 1 ppb (valor que corresponde al limite de deteccién del método
utilizado), no obstante para establecer un perfil respecto a la calidad e inocuidad
del café instantdneo consumido en el pais, deberia de considerarse efectuar
analisis de otros contaminantes que podrian estar presentes en esta matriz

alimentaria.
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1.0 INTRODUCCION

Alrededor del 25% de todos los cultivos a nivel mundial se encuentran
contaminados con mohos y estos pueden, bajo ciertas condiciones, producir
micotoxinas, las cuales son metabolitos secundarios téxicos que se encuentran

como contaminantes naturales en los alimentos.

El café al igual que muchos cultivos puede presentar riesgos de contaminantes
para la salud de los consumidores. Estos contaminantes se incorporan al café a
lo largo de toda la cadena de produccion. Las cosechas de café al ser invadidas
por micotoxinas representan un riesgo para la salud del consumidor, asi como

pérdidas econémicas para el sector productivo y el comercio internacional.

Se conoce que uno de los contaminantes de alta incidencia en el café es la
Ocratoxina A (OTA) siendo un metabolito secundario producido por hongos de
los géneros Aspergillus y Penicillium. La Ocratoxina A (OTA) es una de las
micotoxinas de mayor toxicidad en mamiferos, segun las investigaciones es
nefrotdéxica, inmunosupresora, teratogénica, hepatotdxica y carcinogénica en
animales; debido a que no existen estudios que comprueben su carcinogenicidad
en humanos, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC) ha clasificado la Ocratoxina A (OTA) como posible agente carcinogénico

en humanos (grupo 2B).

Una fuente de Ocratoxina A (OTA) para el ser humano es el café, el cual es la
bebida estimulante no alcohdlica més consumida. El Salvador no es la excepcion
ante esta preferencia por las bebidas de café, segun estudios realizados por el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Consejo Salvadorefio del Café
(CSC) en 2008, un 81% de los salvadorefios consume café y de ellos un 60%

manifiesta optar por el café instantaneo.
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Teniendo en cuenta que de las micotoxinas que han sido detectadas en el café,
la Ocratoxina A (OTA) es la de mayor preocupacion; se realizé un estudio
evaluando muestras de café instantaneo comercializadas en todos los
supermercados del distrito 2 zona 2 del municipio de San Salvador, siendo el
propésito de esta investigacion determinar el riesgo que existe para la poblacién
salvadorefia de ingerir Ocratoxina A (OTA) en cantidades que puedan afectar su
salud (al consumir café instantaneo), lo anterior fue realizado estudiando
muestras de seis diferentes marcas de café instantaneo puro a través de un
ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) de tipo competitivo directo.
Luego de seleccionar las muestras, se realizé durante el mes de febrero de 2019,
en el laboratorio de Andlisis Bromatologico de la Universidad de El Salvador, la
extraccion de la Ocratoxina A de las muestras, su purificacion por medio de

columnas de inmunoafinidad (IAC) y finalmente la cuantificacién.

En las muestras estudiadas los resultados fueron menores al limite de deteccion
del método utilizado, el cual era de 1 ppb, en consecuencia estas cumplen con el
reglamento (CE) No 123/2005 de la comision de las comunidades europeas, el
cual especifica que el café instantdneo no puede contener mas de 10 ppb de
Ocratoxina A (OTA), teniéndose por tanto, para las muestras consideradas en la
investigacion, valores mas de 10 veces menores que limite establecido por la

Union Europea.
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2.0 OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Determinar Ocratoxina A (OTA) en café instantineo por Ensayo

Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas (ELISA).

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Seleccionar las marcas de café instantdneo, comercializadas en los
supermercados del distrito 2 zona 2 de San Salvador.

2.2.2. Cuantificar Ocratoxina A (OTA) en las muestras recolectadas, por medio
del método ELISA competitivo directo.

2.2.3. Analizar los datos obtenidos en la determinacion de Ocratoxina A (OTA)
mediante una prueba de hipotesis con la distribucion t de student.

2.2.4. Comparar los resultados obtenidos con el reglamento (CE) N°123/2005 de
la Comisién de las Comunidades Europeas para Ocratoxina A (OTA) en

café instantaneo.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1. Generalidades del café

El café es una bebida preparada por infusion de semillas de cafetos
adecuadamente procesadas, principalmente Coffea arabiga y Coffea canephora
(o robusta). En todo el mundo, el café se ha convertido en la segunda bebida méas
consumida, lo cual puede ser explicado por la gran variedad de compuestos
guimicos que contiene, los que le proporcionan al café, una mezcla Unica de

propiedades sensoriales y efectos fisiol6gicos. 24

El café se comercializa de diferentes maneras, esta disponible como granos
tostados, polvo soluble o "instantaneo” y mas recientemente como bebidas

preenvasadas.

El café instantaneo esta también disponible en mezclas con sustitutos del café,
como diferentes productos con plantas tostadas, como raices de achicoria o
cereales, que se asemejan a las caracteristicas de la bebida del café, a un precio

menor, con contenido reducido de cafeina.

Las bebidas solubles tienen, la ventaja comdn de su uso practico y limpio (se
disuelven instantdneamente en agua caliente) en comparacién a otras formas de

hacer café. ()
3.1.1. Planta de café (cafeto)
Los granos de café que se utilizan para elaborar la bebida del café son en realidad

las semillas de una planta conocida como cafeto (o simplemente planta de

café).o El cafeto es un arbusto que puede llegar a vivir unos 70 afios, presenta
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un tronco recto, con hojas perennes, lanceoladas, verdes y brillantes en la parte
superior, que crecen en pares a cada lado del tallo, florea a partir del tercer afo,

pero su produccion es rentable hasta el quinto afio. o

El fruto del café, también llamado baya o cereza, (ver figura N° 1) consiste en un
suave pericarpio, generalmente verde, que al madurar se vuelve rojo-violeta o
rojo oscuro (incluso amarillo o naranja en genotipos particulares). El pericarpio
cubre la pulpa suave, amarillenta, fibrosa y dulce que es el mesocarpio externo.
Luego se encuentra una capa trasliucida de mucilago incoloro, delgado, viscoso
y altamente hidratado, conocida como capa de pectina. Seguidamente esta el
endocarpio que es delgado y de color amarillento, también llamado pergamino.
Finalmente, una piel plateada (perispermo) cubre cada hemisferio del grano de
café (endospermo). El café se comercializa internacionalmente como café verde
(el grano de café cubierto o no con la piel plateada), que se produce por
beneficiado himedo o seco. a9

Endospermo
(grano)

Perispermo
(piel plateada)

Endocarpo
(pergamino)

Capa de pectina
(mucilago)

Mesocarpo
(pulpa)

Epicarpo o exocarpo
(piel)

Figura N° 1 Capas del fruto de café. o
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La clasificacion botanica del café y algunas de las principales especies del género

Coffea se presentan en la tabla N° 1.

Tabla N° 1. Taxonomia de las principales especies del género Coffea. (o

+Taxonomia

Reino Plantae

Subreino Angiospermae

Clase Dicotyledoneae

Subclase Sympetalae o Metachlamydeae

Orden Rubiales

Familia Rubiaceae

Género Coffea

Subgénero Eucoffea
arabica; canephora; liberica; eugenioides;

. congensis; salvatrix; racemosa; anguebariae;

Especies . . .
pseudozanguebariae; mongensis;  humilis;
kapakata; betrandi; perrieri; pervilleana

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) de los Estados
Unidos describié mas de 90 especies dentro del género Coffea, siendo algunas
de las més estudiadas presentadas en la tabla N°1. De estas especies, solo dos
tienen mayor importancia comercial a nivel mundial: Coffea arabica y Coffea

canephora. ()

3.1.2. Coffea arabica (café arabica)

El café arabica fue descrito por primera vez por Linnaeus en 1753. Las
variedades mas conocidas son “Typica” y “Bourbon”, pero a partir de ellas se han

desarrollado muchas variedades diferentes.

La planta de café arabica es un arbusto grande con hojas ovaladas de color verde

oscuro. Los frutos son ovalados y maduran en 7-9 meses; generalmente
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contienen dos semillas planas (los granos de café): cuando se desarrolla solo un

grano, se conoce como arandano.

En comparacion con robusta, el café arabica es generalmente menos vigoroso y
productivo con un costo de produccion mas alto y produce granos que contienen

aproximadamente la mitad de la cantidad de cafeina.

El café arabica produce una bebida con un sabor dulce tipico aromatico y se
suele consumir solo o mezclado con Coffea canephora. Las variedades “Catuai”
y “Mundo Novo” de Coffea arabica son las més cultivadas tradicionalmente, pero

muchos otros también son econémicamente importantes en todo el mundo.

El café ardbico es a menudo susceptible a ser atacado por plagas y
enfermedades, la resistencia es por lo tanto un objetivo principal de los
programas de cultivo de plantas. El Coffea arabica se cultiva en toda América
Latina, en Africa Central y Oriental, en India y, en cierta medida, en Indonesia.

y representa alrededor del 60% de la produccién mundial de café. ()

El café producido por Coffea arabica es considerado muchas veces superior por
sus propiedades sensoriales por lo que alcanza precios mas altos en el mercado

internacional. (o

3.1.3. Coffea canephora (Café robusta)

Es un arbusto robusto o arbol pequefio que puede alcanzar hasta 10 m de altura,
pero con un sistema de raices poco profundo. Los frutos son redondos y tardan
hasta 11 meses en madurar; las semillas son de forma ovalada y mas pequefias
que las de Coffea arabica. ) Esta planta crece en elevaciones bajas y climas mas

calidos y tienen una mayor resistencia a enfermedades, una calidad de taza
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inferior y menor valor de mercado en comparacion con el café arabico. Sus

semillas representan menos del 40% de la produccion mundial de café. .o

El café robusta se cosecha en Africa occidental y central, en todo el sudeste
asiatico y, en cierta medida, en Brasil, donde se lo conoce como conilon. El café
robusta constituye un cultivo comercial relativamente nuevo, por lo que existe un
gran potencial para la mejora genética. “robusta” es la variedad mas cultivada de
Coffea canephora en el mundo, por lo que el nombre de esta variedad se utiliza

para designar el nombre comudn de la especie.

Coffea canephora produce una bebida que lo califica para ser utilizado para la
produccion de café instantaneo y para ser mezclado con café arabica, ya que,
aungue tienen diferentes caracteristicas sensoriales, el café robusta producido y
procesado adecuadamente puede ser una fuente de caracteristicas deseables

cuando se mezclan las dos especies. )

3.2.Café instantaneo

El café instantaneo, también conocido como café soluble o polvo de café, es una
forma de bebida popular que se disfruta por su aroma, sabor Unico, por los
efectos estimulantes de la cafeina como también por su conveniencia y larga vida

atil. o)

El café instantaneo es el polvo o granulado que queda luego de que al extracto
de café se le ha retirado el agua. A diferencia del café tostado, cuando es
empacado en un recipiente hermético, es estable y puede mantener su calidad
durante muchos meses e incluso afios pues es menos vulnerable a procesos de
oxidacion. Se prepara muy facilmente con sélo adicionarle agua o leche sin

necesidad de maquinas con filtros o alta presion. 3 El café instantdneo también
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se puede definir como el producto deshidratado constituido por los sélidos
solubles en agua del café tostado y molido, y que al ser reconstituido con agua

produce en forma répida una bebida de café. s

Los procesos de produccion del café instantaneo comienzan a partir del grano

verde el cual se obtiene tras su procesamiento en un beneficio.

3.2.1. Beneficiado del café

La composicidon y muchas caracteristicas de los granos, las cuales determinan
las propiedades y la calidad del café preparado, no solo dependen de la especie,
condiciones de cultivo de las plantas (sombra, poda, fertilizacién, suelo, altitud,
exposicion solar, precipitaciones y temperatura), grado de madurez en el método
de cosecha y la cosecha en si, sino también del beneficiado (seco o humedo),
siendo asi que este ultimo influye en las propiedades sensoriales que tendra la

bebida ya preparada de café.

En general, se cree que el café procesado en himedo tiene un aroma de calidad

superior y en consecuencia tiene mayor aceptacion. qo

La NSO 67.31.01:03 define el beneficiado del café como el “proceso que consiste
en eliminar del fruto de café todas las partes que cubren el grano o semilla. Dicho

proceso se puede realizar mediante via humeda o via seca”. @s

Finalizado el beneficiado del café se obtiene el café verde también conocido
como café oro, café crudo o almendra. us) este debe de distinguirse del café
inmaduro el cual es definido por la NSO 67.31.01:03 como “el fruto de café que
no ha alcanzado a madurar y que tiene color verde y cuando se corta en dicho

estado es procesado por medio del beneficiado seco”.
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Los frutos procesados por el método seco son conocidos como café cerezo,
mientras que se conoce como café pergamino al café verde procesado por el
método humedo. s4 La produccion de granos de café verde permite elaborar
varios subproductos, dependiendo del método de procesamiento que se lleve a

cabo. (19)

3.2.2. Beneficiado seco

En el beneficiado seco, los frutos de café cosechados se secan al sol y luego se
descascaran mecanicamente, siendo las cascaras secas (piel, pulpa, mucilago y

pergamino) eliminadas, junto con tanto como sea posible, de la piel plateada. 9

El método seco conocido como método natural es el método mas antiguo y simple
y requiere poca maquinaria en el cual se seca la cereza entera, es ecologico
porque produce bajas cantidades de desechos sélidos y liquidos, sin produccién
de efluentes con alto contenido de materia organica en el que se produce una
bebida con cuerpo y menos acida que el café producido por el beneficiado

humedo.

En primer lugar, las cerezas cosechadas generalmente se clasifican y limpian,
para separar las cerezas inmaduras, demasiado maduras y dafiadas, y para
eliminar la suciedad, la tierra, las ramas y las hojas. Las cerezas de café se
extienden en patios bajo el sol. Cuando las cerezas se secan, se rastrillan o se
giran a mano lo que permite un secado homogéneo. Pueden pasar hasta 4
semanas antes de que las cerezas se sequen hasta el contenido de humedad
maximo del 12.5%, dependiendo de las condiciones climaticas. En ocasiones

puede usarse secado a maquina después de un presecado al sol.
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Las cerezas secas se almacenan a granel en silos especiales hasta que se
envian al molino donde tiene lugar el descascarillado en el que todas las capas
externas de la cereza seca son eliminadas (en la descascarilladora), la

clasificacion y el ensacado. ¢

La operacién de secado es un punto critico del proceso, ya que afecta la calidad
final del café verde. El café que ha sido secado en exceso se vuelve fragil y
produce demasiados granos rotos durante el descascarillado (los granos rotos se
consideran defectuosos) mientras que el café que no se ha secado lo suficiente
sera demasiado humedo y propenso a un rapido deterioro causado por el ataque

de hongos y bacterias durante el tiempo de almacenamiento. ¢

3.2.3. Beneficiado humedo

El método humedo requiere el uso de equipos especificos y cantidades
sustanciales de agua. Cuando se hace correctamente, asegura que las
cualidades intrinsecas de los granos de café se conservan mejor, produciendo
un café verde, que es homogéneo y tiene pocos granos defectuosos. Por esta
razon, el café producido por este método generalmente se considera de mejor
calidad y alcanza precios mas altos en el mercado. Al igual que en el método
seco, la clasificacion preliminar y la limpieza de las cerezas generalmente son

necesarias. ¢

En el proceso humedo, la flotacién de bayas dafiadas e inmaduras en el agua
permite su separaciéon de las maduras que se encuentran en el fondo. La mayor
parte de la piel, y la pulpa de los frutos hundidos se eliminan mecanicamente

presionando el fruto en el agua, utilizando un despulpador. 1 La eliminacion de
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la cereza es la diferencia clave entre los métodos seco y hiumedo, ya que, en este
altimo, la pulpa del fruto se separa de los granos antes de la etapa de secado.
Luego deben eliminarse los restos de pulpa y la capa de mucilago, esto puede
realizarse a través de una fermentacion "controlada” (durante 12-48 h) y lavado
en tanques de concreto, o fregado mecanico (aquapulping). En el paso de
fermentacion, el mucilago se hidroliza por las enzimas de los tejidos de café y de
microorganismos encontrados en las pieles de los frutos. Los granos resultantes

todavia estan cubiertos por el pergamino. g

Cuando la fermentacién se completa, el café se lava cuidadosamente con agua
limpia en tanques o en lavadoras especiales. El café pergamino hUmedo en esta

etapa tiene aproximadamente 57% de humedad.

Para reducir la humedad a un méaximo del 12.5%, el café pergamino se seca al
sol, en un secador mecéanico o mediante una combinacion de ambos. El secado
al sol deberia tomar de 8 a 10 dias, dependiendo de la temperatura y humedad

ambiental.

Las etapas finales de la preparacion del café, conocidas como "curado",
generalmente tienen lugar en una planta especial justo antes de que el café se
venda para la exportacion. En la etapa final, el café se descascara para quitar el
pergamino, y luego pasa por una serie de operaciones de limpieza, cribado y
clasificacion, que son comunes tanto para el café procesado humedo como para
el seco. s Finalmente se pueden pulir en maquina, para producir granos de café

CON Precios superiores. o

En la figura N°2 se muestra un diagrama de flujo de las principales etapas en el

procesamiento del café desde su cosecha hasta la obtencion del café verde.



?

Beneficiado
himedo

Beneficiado
seco

|

Figura N° 2: Diagrama de flujo de las etapas del beneficiado del café.
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3.2.4. Produccidon de café instantaneo

En la elaboracién del café instantdneo se debe obtener primero la bebida
mediante los procesos industriales de tostado, molienda y extraccion, la cual
luego se deshidrata, obteniéndose los sdlidos solubles secos en forma de polvo

o granulados, que finalmente se envasan. @o) (21

El tostado es un paso esencial en la produccion de café instantaneo de alta
calidad, ya que este proceso produce el aroma y el sabor deseado de los granos.
Se utilizan temperaturas de entre 160°C y 260°C durante diferentes periodos de

tiempo dando lugar a cambios fisicos, quimicos, estructurales y sensoriales.

El tostado comienza cuando se alcanzan los 160°C en esta etapa los granos de
café comienzan a perder humedad. Las reacciones piroliticas comienzan a
190°C, causando muchos cambios quimicos directamente relacionados con el

grado de tostado en los granos de café.

Cuando se alcanza el grado de tueste requerido, los granos deben enfriarse
rapidamente, usando agua o aire como agente refrescante, para evitar una mayor

volatilizacion del aroma, lo que alteraria la calidad del producto. o

La molienda es el segundo paso en el proceso del café instantdneo, en la cual
los granos se reducen a trozos de 0.5-1.1 mm para aumentar la interfaz entre el

agua y el café y para facilitar la transferencia de sustancias solubles a la infusién.

Cuando se realiza este proceso a gran escala suele emplearse rodillos gemelos
horizontales de etapas multiples, principalmente para asegurar una distribucién
de tamafio de particula mas uniforme de lo que de otro modo no seria posible.

Se pueden usar hasta cuatro etapas, las dos primeras esencialmente craqueando
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o triturando los granos en unidades mas pequefas, seguidas por etapas para un

molido progresivamente mas fino. ay

Una vez tostado y molido, el café se hidrata en agua para realizar la extraccion,
la cual es la parte mas compleja del procesamiento de café instantaneo, siendo
la temperatura y la presion los dos parametros mas importantes. Algunos
carbohidratos poliméricos que son beneficiosos para asegurar una buena
combinacion de aromas se extraen a una temperatura de 180°C ajustando el
sabor del producto; la temperatura debe mantenerse por debajo de 190°C, asi se

evita la extraccion adicional de sélidos de sabores indeseables.

El proceso generalmente depende de la adicion de agua blanda en una serie de
cinco a ocho columnas interconectadas de granos de café molidos en diferentes
etapas de agotamiento y junto con una combinacion adecuada de temperatura y
presion, se ha convertido en el sistema de extraccion mas utilizado, y da como
resultado un extracto de café que contiene entre 20-30% de sélidos solubles para

su secado posterior. (o) 1)

La operacion para la obtencion del extracto es intermitente, contracorriente (con
respecto al agua-café) y bajo presion para todas las columnas excepto la primera
(lo que permite mantener el sistema hidraulico a temperaturas superiores a 100°C
hasta 175°C). La primera columna contiene café tostado fresco extraido con licor
a 100°C, mientras que el mas gastado se pone en contacto con agua de

alimentacion pura a la temperatura mas alta.

Para retirar el agua que hace parte del extracto se requieren fundamentalmente
dos procesos industriales adicionales: la concentracion y el secado, ¢y ya que la
remocidén de agua de un extracto se logra mas econémicamente si se alimenta

con extracto concentrado a los secadores. a1



34

La concentracion es la etapa que sigue a la extraccion, la cual pretende obtener
un extracto que contenga alrededor de 40% de so6lidos. g La evaporacion es de
los métodos mas utilizados en la industria, nuevamente, por razones de
economia de calor, se lleva a cabo en varios tipos de unidades de mudltiples
etapas, pero la evaporacion del agua siempre va acompafiada de evaporacion y

pérdida de sustancias organicas volatiles que contribuyen al sabor. q

Para evitar el problema y conservar las propiedades del café suele utilizarse la
técnica de evaporacion al vacio, que es el proceso en el cual el liquido se evapora
a una temperatura inferior a la normal, acelerando asi la concentracion, o se

usan normalmente temperaturas que oscilan alrededor de unos 45°C. 2y

Otra técnica es la utilizacion de evaporadores de centrifuga, que implica el uso
de una centrifuga para separar el agua mas clara del café mas pesado. Una
tercera técnica alternativa es la concentracion por congelacion, que es un
proceso de enfriamiento del extracto suficiente para congelar el agua y luego
separar mecanicamente los cristales de hielo del concentrado de café (g
mediante filtros especiales, asi los extractos reciben menos calor, lo cual reduce
el riesgo de perder ciertos aromas y sabores, 1) por lo tanto, ésta técnica tiene la
marcada ventaja de retener las sustancias volatiles, pero a la vez tiene la
desventaja de alcanzarse una concentracion final menor comparada con las otras
técnicas, esto se debe a que se generan problemas de alta viscosidad, @y
ademas de ser mas costoso de producir que otros, ésta técnica también es

conocida como crioconcentracion. i

El siguiente paso necesario para la fabricacion de café instantaneo, luego de
obtener el extracto de café, es el secado. La forma como se seca el extracto para
obtener finalmente el café instantaneo es aun mas crucial para evitar la pérdida

de estos aromas altamente volatiles. Existen dos formas para eliminar el agua
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remanente en los extractos: el secado por atomizacion, también conocido como
procesos "spray dried" y el secado por liofilizacion “freeze dried”. En ninguno de
los dos procesos se utilizan aditivos o material diferente al extracto, sin embargo,
su impacto en la calidad de la bebida es muy diferente, de tal forma que el
liofilizado aunque se realiza a un costo mayor es utilizado porque produce una

calidad superior de café. .y

3.2.5. Secado por atomizacion

En un método de secado en el cual el extracto se atomiza desde una torre alta, y
para el momento en que llega al fondo de la misma se ha evaporado casi toda el
agua y solo queda el polvo de café soluble. 1y En el secado por atomizacién la
temperatura utilizada en la entrada de la camara de secado se mantiene entre
250°C y 270°C, mientras que la temperatura de salida se mantiene entre 110°C
y 130°C (empleandose diferentes temperaturas para condiciones especificas). (o
Se realiza hasta temperaturas de entre 40°C y 50°C, cuando se utilizan presiones

menores que la atmosférica. ¢y

Las principales etapas del secado por atomizacion se describen a continuacion: o

1. El concentrado de café enfriado se transporta a la boquilla de
pulverizaciéon situada en la parte superior de la camara de secado
mediante la bomba de alimentacion.

2. Elaire se calienta a alrededor de 250°C y se sopla hacia abajo a través
de la niebla, donde el dispersor de aire evapora el agua.

3. El sistema de limpieza del aire de escape, desvia el aire de secado de
la camara de secado cerca de la parte inferior.

4. El aire se filtra para eliminar particulas finas, y luego puede

recircularse a través de la cAmara durante el paso de aglomeracion.



36

5. El café en polvo resultante se recoge en el fondo de la camara.
Contiene 2-4% de humedad y consiste en particulas que fluyen
libremente, no polvorientas. La concentracion requerida de café es una
consideracion importante en este proceso. A concentraciones mas
altas, la viscosidad y la tension superficial aumentan, lo que es
beneficioso en la formacion de café en polvo. Sin embargo, si la
concentracion es demasiado alta, puede provocar una atomizacion

deficiente.

En ocasiones en el secado por atomizacién es necesario pasar por una etapa de
aglomeracién cuando particulas producidas son demasiado finas para disolverse

completamente en la taza al agregar agua. o

La aglomeracién es un proceso utilizado para aumentar el tamafio medio de
particula, lo que facilita la rapida disolucion en agua, denominado frecuentemente
como "instantizacion", la cual no es necesaria para un café instantaneo con un

tamafio de particula satisfactorio.

En la aglomeracién se usa vapor/agua para rehumedecer la superficie de las
particulas a1 y luego se hace que las particulas entren en contacto entre si, lo
gue lleva a la adherencia y la formacion de particulas mas grandes o
seguidamente se seca. La disminuciéon del contenido de compuestos volatiles
desde el secado por pulverizacion hasta la formacién de granulos no es muy

grande.

3.2.6. Secado por liofilizacion

La liofilizacién es un método util para el secado de sustancias termosensibles,

consiste en la deshidrataciébn por sublimacion de un producto congelado a
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temperaturas y presiones muy bajas, s es decir, se congela el extracto de café
a temperaturas muy frias del orden de los -50°C, al ser sometido a un vacio
profundo, de menos de una milésima de la presion atmosférica, se posibilita, con
un minimo de calor que el agua remanente en el extracto congelado pase
directamente del estado sélido (hielo) al gaseoso (vapor), proceso conocido como

sublimacién.

El hecho de que el producto permanezca a temperaturas muy bajas y sin contacto
con aire caliente (esta al vacio) permite que los delicados aromas se conserven,

generando asi una bebida de excelentes caracteristicas organolépticas. 2y

Los disefios de liofilizador disponibles, generalmente manejaran los granulos
congelados en bandejas que descansan en estantes calentados de forma
discontinua, durante un tiempo de hasta 7 horas bajo condiciones de vacio
(aproximadamente 0.4 torr), utilizando usualmente por razones econdmicas
extractos concentrados por evaporacion de 40% p/p o superior, asi como

concentrados por congelacién de hasta 40% p/p. ay

Las principales etapas del secado por liofilizacion se describen a continuacion: o

1. El café concentrado con 40% de sdlidos se usa comunmente como
materia prima en el proceso de liofilizacion. Esto conserva energia y
proporciona una buena densidad de particulas en el producto final.

2. La etapa de congelacion primaria enfria el concentrado de café a baja
temperatura (0-3 °C) para detener la volatilizacion de sustancias
aromaticas y reducir la carga de los secadores.

3. En la etapa de congelacién, el café cambia rapidamente de liquido a
sélido: el tiempo de congelacion es un factor importante que afecta la

calidad del producto final. Los procesos de congelacién rapida (que
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toman 30-120 s) conducen a granulos mas pequefios y de color mas
claro, mientras que los procesos mas lentos (que toman 10-180 min)
dan como resultado granulos porosos, mas grandes y mas 0scuros.

4. En la etapa de trituracion y tamizado, las losas de hielo formadas
durante la congelacion se rompen primero en pedazos y se muelen en
particulas del tamafio requerido para la siguiente etapa de secado; las
particulas se tamizan para mantener el tamafio correcto, y cualquier
particula que sea demasiado pequeiia se derrite y se devuelve a la
etapa de congelacién primaria.

5. Las particulas de café congelado se colocan en una cinta o bandeja
de acero y se envian a una camara de secado. Dentro de la camara
calentada, el hielo se vaporiza y se elimina a la temperatura requerida
y bajo condiciones de vacio. El vapor de agua es eliminado de la
camara y recogido por el condensador para mantener un vacio
constante en la cAmara de secado.

6. Los granulos liofilizados se retiran de la camara y se envasan.

La liofilizacion presenta multiples ventajas como lo son las reacciones
microbiolégicas y deterioro limitados, debido a la ausencia de agua liquida y las
bajas temperaturas involucradas; lo que implica la obtencién de un producto final
de muy alta calidad. Otra ventaja es que el agua en su estado sélido protege la
estructura primaria y la forma de los productos con una reduccion minima de

volumen.

Sin embargo, a pesar de que ofrece numerosas ventajas, la liofilizacién ha sido
reconocida como el método mas costoso para fabricar un producto deshidratado,
@o) Sin embargo, la proporcién de café instantaneo liofilizado ha crecido en forma
constante en la medida en que los consumidores exigen un café de mejor

calidad.@l)
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En la figura N°3 se presenta un esquema resumen del proceso de produccién de

café instantaneo.

~—Por atomizacion

Por liofilizacién—

-

Figura N° 3. Diagrama de flujo de etapas de la produccion de café instantaneo.
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3.3. Consumo de café instantaneo en El Salvador

En El Salvador segun el Diagndstico del Consumo de Café del MAG y el CSC
realizado en 2008 alrededor de un 81% de la poblacion salvadoreiia consume

café y es preciso destacar que de ellos el 60% prefiere el café instantaneo. as

El lugar donde los Salvadorefios acuden usualmente a comprar el café que
consumen son los supermercados basandose en el trabajo realizado por Avalos,
Guillermo, & Chavez (2017) en el cual un 67% de los salvadorefios entrevistados
afirmaron que compran el café que consumen en supermercadoss asimismo
segun el estudio publicado en 2008 por la defensoria del consumidor las cadenas
de supermercados ocupan el segundo lugar en el tipo de establecimiento en que
los salvadorefios mas confian para realizar sus compras, estando sélo por debajo

de las farmacias, las cuales no suministran café instantaneo. a7

3.4. Generalidades de las micotoxinas

Los hongos tienen la capacidad de cambiar la textura, el olor, el color, el sabor y
la calidad de muchos alimentos, lo que contribuye a su descomposicion,
pudiendo ademas acarrear peligros para la salud de los seres humanos y los

animales. @

Los hongos filamentosos actian como patégenos oportunistas y pueden producir
toxinas a las que se ha implicado en diversas enfermedades y sindromes clinicos

en el ser humano y los animales. @7

Es importante tener en cuenta que los hongos filamentosos o microhongos que
producen micotoxinas no deben confundirse con los macrohongos o setas. ¢
El término micotoxinas se deriva de la palabra griega mykes que significa hongo

y la palabra latina toxicum que significa toxina o veneno.  Las micotoxinas son
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metabolitos secundarios toxicos los cuales son producidos por hongos

microscoépicos durante la fase estacionaria de su crecimiento.

3.4.1. Factores involucrados en la produccion de micotoxinas

La presencia de propagulos de hongos implica un riesgo potencial de
contaminacion, aunque no necesariamente, la existencia de toxinas ya que es
importante destacar que no todas las especies son toxigénicas y aunque suelen
registrarse mayores niveles de toxinas en granos visiblemente dafiados, se ha
demostrado, que la contaminacion puede aparecer también en granos

aparentemente sanos, o en aquellos donde el hongo ha perdido su viabilidad.

Los factores ambientales mas importantes que influyen sobre el crecimiento de
los hongos y la produccién de micotoxinas, son la temperatura y la actividad del
agua (aw), relacionada con la humedad relativa ambiental. Los requerimientos de
temperatura Optima y temperaturas extremas de crecimiento, asi como para los
valores de awque resultan limitantes para el desarrollo y la biosintesis de las
toxinas son variables. En muchos casos la produccion de la toxina ocurre solo en
un rango de aw considerablemente mas elevado que el requerido para el

crecimiento del hongo y en un rango de temperatura mas estrecho.

En el caso de los hongos que pueden sintetizar mas de una toxina, las
condiciones ambientales también influyen sobre el tipo y la cantidad de

metabolitos producidos.

Otros factores que influyen también en la proliferacion de hongos y en la
generacion de micotoxinas en los alimentos pueden ser los dafios mecéanicos y
la accion de agentes biologicos, como lo son, insectos y roedores, los que

aumentan la susceptibilidad a la infeccién, ademés cabe destacar que esos
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agentes biolégicos pueden portar esporas de hongos e introducirlas en los

productos atacados.

Existen asimismo factores que pueden disminuir la posibilidad de la proliferacion
de micotoxinas, como lo es la competencia microbiana, siendo asi que la
presencia de otras especies rivales disminuye o anula la producciéon de

micotoxinas.

En algunos casos el genoma de la planta hospedera hace a ciertas especies

resistentes a la infeccion, esto se relaciona con sus caracteristicas quimicas.

3.4.2. Micotoxicosis

Las micotoxinas pueden originar enfermedades las cuales son conocidas como
micotoxicosis, éstas pueden manifestarse como un proceso agudo o croénico,

debido a su ingestidn, inhalacién o por contacto directo con la toxina.

Los sintomas iniciales y la gravedad de una micotoxicosis dependen del tipo de
micotoxina involucrada, la cantidad, la via y la duracién de la exposicion, la edad,
el sexo y el estado de salud de la persona expuesta. Siendo asi que factores,
como la desnutricion, el consumo abusivo de alcohol, la coexistencia de una
enfermedad infecciosa y la exposicion a otras toxinas puede actuar de manera
sinérgica aumentando el efecto y la gravedad de la intoxicacion por una

micotoxina. @7

Se han aislado de los alimentos muchas sustancias que son consideradas
micotoxinas, pero solo unas pocas de ellas han sido implicadas como agentes
causales de micotoxicosis en humanos y animales, siendo las mas importantes
las aflatoxinas, OTA, zearalenona, tricotecenos, fumonisinas, patulina y las

toxinas del ergot entre otras.



43

La contaminacién de alimentos y piensos con micotoxinas se ha convertido en un
importante problema de seguridad, con respecto a la salud del consumidor. Se
han identificado casi 400 tipos de micotoxinas siendo la OTA una de las que

alcanza mayor relevancia en el control de la inocuidad de los alimentos. ()

3.5. Ocratoxinas

Se conocen como ocratoxinas a un grupo de compuestos que poseen el
aminoacido fenilalanina ligada por el grupo amida a una isocumarina (ver figura
N°4). De los metabolitos identificados en este grupo la de mayor relevancia tanto
por sus efectos toxicos como por su amplia distribucién en la naturaleza y en los
alimentos es la OTA, la cual presenta en su molécula un atomo de cloro que es
responsable de su caracter toxico. ¢ A la luz ultravioleta, la OTA presenta
fluorescencia verde. La OTB es un analogo no clorado de este compuesto de la
cual se sabe que es significativamente menos téxica tanto in vivo como in vitro.

A la luz ultravioleta, la Ocratoxina B (OTB) tiene fluorescencia azul. (s

O OH 0O
WwCH3
H
R

Ocratoxina R1 R2
A Fenilalanina Cl

B Fenilalanina H

C Fenilalanina, etil éster Cl

a OH Cl

OH H

Figura N° 4. Estructuras de las cinco principales Ocratoxinas. (s
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La Ocratoxina C (OTC) es un éster de la OTA, y su posible potencial téxico,
(aunque se considera practicamente nulo) se ha estudiado sobre algunas lineas

celulares de monocitos en el ser humano. (s

La Ocratoxina a (OTa) y la Ocratoxina B (OTB) producidos en la hidrdlisis de la
OTA y OTB respectivamente, no poseen la molécula de fenilalanina y no se
consideran toxicas. La OTa se ha detectado en la orina de animales de
experimentacion a los que se les ha administrado OTA, ademas se ha observado
en animales rumiantes como parte de un proceso de detoxificacion de la OTA

que tiene lugar en el rumen. ()

Se han descrito varios derivados de ocratoxinas, pero, solo la OTA, y muy
raramente la OTB, se han encontrado como contaminantes naturales en
productos alimenticios, las demas ocratoxinas se han aislado solo de cultivos de
hongos o bajo condiciones de laboratorio, s ademas se han estudiado alrededor
de 30 metabolitos producidos tras biotransformaciones dentro de los cuales se
pueden encontrar tanto compuestos hidroxilados, asi como otros que son un
resto de fenilalanina o compuestos que estan conjugados (por ejemplo, con
glutatién, acido glucurénico, sulfato o pentosa), asimismo se han investigado
productos de la degradacion térmica de OTA como la Ocratoxina a amida que
tiene lugar a altas temperaturas durante el tostado del café o los compuestos 2'-
DC-OTA y 2'R-OTA de los cuales se ha identificado su formacién durante el
tostado del café a 225°C. (s

3.6. Ocratoxina A

La OTA es una de las micotoxinas mas importantes y nocivas, descubierta en
Sudafrica como un metabolito toxico en una harina de maiz que fue inoculada
intencionalmente con Aspergillus ochraceus, se aisl6 y caracterizé quimicamente

en 1965. 34 En muchos productos alimenticios se ha detectado contaminacién
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por OTA, como por ejemplo, cereales y productos de cereales, carne de cerdo y
de aves de corral, nueces y especias, uvas, vino, cerveza y café. La OTA es
producida por hongos de la especie Penicillium los cuales se encuentran en
climas frios, y por varias especies de Aspergillus en regiones con climas

tropicales y subtropicales. ue)
En las tablas N°2 y N°3 se presenta informacién de las especies de microhongos
Aspergillus y Penicillium productoras de OTA en alimentos, especificandose

algunos de los productos alimenticios en los que ya ha sido estudiada. (s

Tabla N° 2. Especies de Aspergillus productoras de OTA en alimentos.

Productos Afio de
Género Seccidn Especies alimenticios descubri-
(ejemplos) miento
Frijol de soya,
A. ochraceus nuepes, pimiento
. rojo, cereales, 1965
G. Wilh. <
granos de café
circumdati verde
A. steynii .
Frisvad & Samson Granos de café 2004
A. westerdijkiae .
Frisvad & Samson Granos de café 2004
A. carbonarius Uvas, pimiento rojo,
. L X 1996
Aspergillus (Bainier) Thom granos de café
A. foetidus
Thom & Raper Uvas 1996
A. lacticoffeatus
. fé 2004
. Frisvad & Samson Granos de café 00
nigr A. niger
g Uvas, cacahuates 1994
Tiegh.
A. sclerotioniger Granos de café 2004
Frisvad & Samson
A. tubingensis Uvas 2005
Mosseray




Tabla N° 3. Especies de Penicillium productoras de OTA en alimentos.
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Productos Ao de
Género Subgénero Series Especies alimenticios descubri-
(ejemplos) miento
P. verrucosum
Verrucosa . Cereales 1969
- - Dierckx
Penicillium | penicillium - -
P. nordicum Jamon seco,
Verrucosa . . . 2001
Dragoni & Marino salami

Caballero Torres (2008) afirma que las condiciones ambientales para la
produccion de OTA por A. ocraceus y P. viridicatum en alimentos son una aw
optima de 0.99 con un valor limite de 0,85 y temperatura 6ptima de 31°C con un
recorrido que varia de 19 a 37 °C. Mientras que la OTA se produce por P.
verrucosum a temperatura 6ptima de 24 °C y aw 6ptima de 0,97 con un valor limite
de 0.9.

3.6.1. Propiedades de la OTA

Es una de las Ocratoxinas cuyo nombre IUPAC es (N-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-
3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl] carbonyl]-3-phenyl-l-alanine) y que posee un
nimero de CAS: 303-47-9. 39

La OTA es una toxina fungica natural que se produce como cristal incoloro a
temperatura ambiente y observada bajo luz normal. El acido libre es insoluble en
agua, pero es moderadamente soluble en solventes organicos como cloroformo,
etanol, metanol y xileno. Es inestable a la luz, especialmente en ambientes con
condiciones muy humedas; sin embargo, es estable en la oscuridad en

soluciones de etanol. @

La OTA también es bastante estable al calor y no se destruye mediante

procedimientos comunes de preparacion de alimentos. a0 Se ha observado que,
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en productos de cereales, hasta 35% de la toxina sobrevive en autoclave por
hasta 3 horas, @4 por lo que se requieren entonces temperaturas superiores a
250°C durante varios minutos para reducir la concentracion de OTA. (o

Las propiedades fisicas y quimicas de la OTA son enlistadas en la Tabla N°4.

Tabla N° 4. Propiedades fisicoquimicas de OTA. (s

Propiedad Informacién
Peso molecular 403.8 g/mol
Densidad 1.366 g/mL
Punto de ebullicién 169°C
Log Kow 4.74
Solubilidad en agua 1.31 mg/L at 25°C
Presion de vapor 7.56 x 1071 mm Hg at 25°C
Constante de disociacion (pKa) 3.46

3.6.2. Toxicidad de OTA

Varios estudios realizados comprueban que la OTA es una nefrotoxina, un

inmunosupresor, un agente teratégeno, carcindgeno y ademas es fetotoxica. us

Administrando dosis elevadas de OTA en animales, pueden observarse dafios
en diferentes érganos y tejidos, sin embargo, en niveles bajos de exposicion los

dafios se manifiestan solo en los rifiones. ¢

Estudios han comprobado que la OTA es nefrotoxica, incluso a muy bajas
concentraciones, en todas las especies de animales en los que ha sido estudiada,
como por ejemplo, roedores, cerdos, pajaros y pequefios rumiantes, s actia
atacando de forma selectiva al rifion, afectando fundamentalmente los tubulos
proximales (degenerandolos), las lesiones incluyen ademas, fibrosis intersticial y

mas tarde hialinizacion de los glomérulos con alteracion de la funcion renal.
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Esta toxina resulté ser teratogénica en todas las especies estudiadas ya que al
aplicar inyeccion intraperitoneal se observan un aumento de la mortalidad
prenatal, disminucién de la edad fetal, el peso y diversas malformaciones
fetales.s2 Existen ademas ciertas evidencias de su accion sobre el sistema
inmunoldgico, ¢ ademas administrada a cerdos, roedores y conejos, produjo
trastornos en el higado, provocandose una acumulacién de glucégeno en los
tejidos hepatico y muscular, se inhibio la sintesis de ADN, ARN y proteinas y se

presentaron efectos neurotoxicos. (s

Investigaciones han asociado la OTA con una micotoxicosis denominada
“nefropatia porcina” la cual es endémica en Dinamarca, en las cuales se ha
descubierto la presencia de concentraciones elevadas de esta toxina en la dieta
de los cerdos; ademas, se detectd la presencia de la toxina en el 35% de los
rifones de animales afectados, mientras que al compararla con rifiones de

animales sanos esta no fue encontrada

3.6.2.1. Nefropatia Endémica de los Balcanes

Existe ademas una nefropatia que presenta caracteristicas clinicas e
histopatolégicas comparables a la nefropatia porcina. ¢ La enfermedad
denominada nefropatia endémica de los Balcanes (NEB) una nefritis progresiva
cronica observada en poblaciones residentes en zonas limitrofes al rio Danubio
en Rumania, Bulgaria y la antigua Yugoslavia. Se ha descrito también una gran
cantidad de casos de tumores renales en personas con NEB. s7 La NEB es una
enfermedad que presenta una evolucién lenta pero que termina provocando

muerte por fallo renal en las personas que la padecen. @

La contaminacién de los alimentos con Ocratoxina y la presencia de OTA en el

suero humano es mas frecuente en familias afectadas por NEB y en individuos
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con tumores del aparato genitourinario que en familias no afectadas, sin
embargo, aunque se han encontrado indicios que sugieren que el origen de la
NEB es una micotoxicosis por OTA los estudios no son concluyentes y existen
hipotesis de que en la enfermedad podrian participar diversos factores, como
factores genéticos, metales pesados y posibles agentes infecciosos ocultos. No
obstante debido a la nefrotoxicidad aguda, accion inmunodepresora y efectos
teratogénicos de la OTA en los animales junto a su tendencia de conservarse a
lo largo de la cadena alimentaria representan un riesgo para la salud de los seres

humanos, lo que justifica la importancia llevar a cabo mas estudios al respecto. s

3.6.2.2. Carcinogenicidad de la OTA

Se prevé razonablemente que la OTA es un carcinégeno humano, basado en
evidencia suficiente de carcinogenicidad de estudios en animales, ya que se ha
comprobado que la exposicidon oral a la OTA causa tumores hepaticos y renales,
benignos y/o malignos. Sin embargo, los datos de los estudios epidemiolégicos
en humanos son inadecuados para concluir si existe una relacién entre el cancer

humano y la exposicion especificamente a la OTA. s

En 1976 y 1983, la IARC evalud por primera vez el riesgo carcinogénico de la
OTA humanos, para ese momento, no se disponia de ningun informe sobre casos
de céancer o estudios epidemiolégicos y, debido a la ausencia de estudios
epidemiolégicos adecuados, no se pudo realizar una evaluacién de la
carcinogenicidad de la OTA con respecto a los humanos. En 1987, la IARC
reclasific6 OTA en el Grupo 3 (no clasificable por su carcinogenicidad para los
humanos). Luego en 1993 debido a una gran cantidad de evidencia de
carcinogenicidad de OTA la cual fue revelada en nuevos estudios con animales,
fue nuevamente reclasificada en el Grupo 2B (posiblemente carcinogénico para

humanos). @y
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En la actualidad, la nueva informacion sobre genotoxicidad de OTA (formacion
de aductos de OTA-ADN), su papel en el estrés oxidativo, y la identificacion de
los factores epigenéticos implicados en la carcinogénesis por OTA, pueden en
caso de que proporcionen evidencia solida, de que la carcinogenicidad de la OTA
estd mediada por un mecanismo que también ocurre en humanos, llevar a otra

reclasificacion de la OTA. @

Desafortunadamente, el mecanismo o los mecanismos de accion implicados en
la tumorigenicidad y la toxicidad mediadas por OTA alun no se conocen bien, se
han propuesto mecanismos genotéxicos directos (union directa de ADN de OTA),
dafo indirecto del ADN oxidativo y varios mecanismos epigenéticos (como la
interrupcion de mitosis, proliferacion celular, activacion de vias de sefalizacion
celular e inhibicién de la sintesis de proteinas), es necesario diferenciar entre
estos diferentes mecanismos para la evaluacion y manejo del riesgo, sin embargo
ha sido tema de debate generando controversia con respecto a la OTA ya que se

cuenta con evidencias que respaldan cada uno de estos mecanismos.

Esta controversia a nivel cientifico también se puede observar en las diferentes
evaluaciones realizadas por diversas agencias internacionales. Algunas
agencias han utilizado un enfoque basado en el umbral y han derivado ingesta
semanal tolerable provisional (ISTP) de 100 o 120 ng/kg de peso corporal
mientras que otras agencias como Health Canada recomienda que la OTA sea
regulado como un carcin6geno sin umbral y derivan de un TDI provisional de

3ng/kg de peso corporal. w9

3.7. Contaminacion por OTA en el café

La exposicion humana a OTA ocurre principalmente a través de la cadena
alimenticia, ya que se encuentra en varios tipos de productos, siendo las tres

fuentes principales los cereales, el vino y el café. (4
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Durante el cultivo y el procesamiento del café diferentes hongos y bacterias
pueden contaminar las bayas y los granos de café. Este tipo de contaminacién
podria no representar un riesgo grave para la salud de los consumidores ya que
en el proceso de produccion de café se aplican altas temperatura durante el
tostado. Sin embargo, ciertos hongos producen micotoxinas con diferentes
niveles de resistencia al proceso de tostado y, por lo tanto, representan un riesgo

para la salud humana, la OTA es una de esas micotoxinas. (s

Los granos de café son propensos a la contaminacién por moho durante la etapa
previa a la cosecha (nivel de la granja) o durante el procesamiento llevado a cabo
después de la cosecha en el secado, tostado, almacenamiento, etc. «r) (Ver figura
N° 5)

Figura N° 5. Granos de café (izquierda) 2 y frutos de la planta de café robusta
(derecha) contaminados con hongos. @)

3.7.1. Contaminacién antes de la cosecha

Experimentos preliminares han demostrado que cuando las flores del cafeto
estan expuestas a las esporas del Aspergillus ochraceus, se pueden contaminar

los granos de café, 41 también puede ocurrir la invasion de insectos como la broca
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del café (Hypothenemus hampei), la cual puede contaminar al perforar las bayas
y hacer uno o mas tuneles en los grano y llevar asi esporas al fruto, dejando
indicios visibles, 9 Sin embargo, los estudios indican que pocas cerezas en los
cafetos se infectan con especies micotoxigénicas productoras de OTA por lo que
se deduce que se produce después de la cosecha, siendo probablemente las

fuentes flngicas el suelo, el equipo y las superficies del patio de secado. @3

3.7.2. Contaminacion durante la cosecha

Durante la cosecha el contacto directo del fruto con el suelo puede ser una fuente
de contaminacién dado que el suelo es un depdésito potencial de propagulos de
moho y por lo tanto fuente potencial de contaminacién con micotoxinas, por ésta
razon siempre es apropiado usar tapetes de cosecha como prevencion ante
frutos caidos durante la recoleccion, «7 en El Salvador a este tipo de fruto se le
conoce como café de pepena y esta definido en la NSO 67.31.01:03 como el
“grano de café verde, maduro o seco que se ha caido de la planta y es recogido
después de efectuada la recoleccidn. Se procesa por la via seca.” sy ES
importante resaltar que en los espigueos la contaminacién aumenta segun el

namero de dias en los que el fruto permanece en contacto con el suelo. 47

Las investigaciones demuestran que el Aspergillus ochraceus se encuentra con
mayor frecuencia en el suelo que rodea las raices de los cafetos que en otros
suelos, siendo asi que la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) recomienda que el café que ha estado en
contacto con el suelo varios dias representa un riesgo de OTA y deberia
eliminarse de la cadena alimentaria. 41y Por otra parte es importante considerar
que el retraso en el procesamiento después de la cosecha promueve la
contaminacion fangica y por OTA ademas del deterioro de la calidad de la taza,

debido a lo cual el tiempo de demora deberia ser menor a 4 horas. 47
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3.7.3. Contaminacién durante el procesamiento

Durante el secado:

El secado del café es un punto critico ya que se da la transicion entre el café
hamedo (estado en el cual algunos organismos hidrofilicos y la fisiologia de la
semilla pueden obstaculizar la formacion de mohos toxicogénicos) y el café

totalmente seco (en el que no se pueden formar mohos).

Los niveles intermedios de humedad son un entorno propicio para los organismos
productores de OTA, @y por lo que requiere especial atencién del tiempo que
tardan las bayas en secarse por debajo de una actividad critica del agua (aw) de
aproximadamente 0.80, debido a esto las bayas no deberian pasar mas de 4 dias
entre 0.80 a 0.97 de aw. u3 la clasificacion adecuada de las cerezas de café en
funcién de la madurez mejora el secado y el control de la humedad en el

procesamiento en Seco. )

Un buen patio de secado es requerido para evitar la contaminacién, los granos
de café deben ser secados sobre un piso de concreto, baldosas, ladrillo, granito
o cualquier otra superficie dura. Alternativamente, en caso de carecer de un patio
de secado apropiado, se puede secar el café sobre laminas de plastico o lona,
teniendo el cuidado de girar el café regularmente para evaporar la humedad

condensada en la capa inferior. 7

Durante el secado al sol, se puede formar OTA en el pericarpio de la cereza de
café (pulpa y pergamino), la parte de la cereza que se elimina en el proceso de
descascarillado. El procedimiento del descascarillado es bastante polvoriento y
existe la posibilidad de que parte de la OTA contenida en las cascaras se

transfiera como particulas de polvo o fragmentos de céscara al café crudo. 47
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Considerando el beneficiado:

Se ha descubierto que la OTA se encuentra en mayor cantidad en frutos flotantes
en el beneficiado himedo, 19) de manera que su eliminacioén le brinda una ventaja,
a este procesamiento, frente al beneficiado por el método seco, 7y ademas
investigaciones demuestran que la carga fungica disminuye después de la
fermentacion, lavado y secado. Se han descrito también diferentes tipos de

especies de levaduras para inhibir hongos durante la fermentacion del café. s

En la produccién de café instantaneo:

La cantidad de OTA presente en el café verde se reduce drasticamente durante
la fabricacion del café instantaneo. Una pequefa proporcion de OTA se elimina
durante la limpieza del café verde, pero la reduccion mas significativa se produce
durante el tostado.e) Sin embargo los estudios de prevalencia de OTA en
muestras de café demuestran que las concentraciones encontradas de ésta
micotoxina son mayores en café instantaneo que en café tostado y molido,
probablemente porque en la concentracion que se produce en el procesamiento
de este tipo de café, etapa en la que se concentra el extracto obtenido del café
tostado el contenido de OTA puede duplicar su concentracion inicial. s Otro
factor que podria estar involucrado es que la contaminacién de OTA en el café
se concentra generalmente en las cascaras, en proporciones de mas del 90%,
por tanto, la adicion de cascara, una practica fraudulenta a veces encontrada en
la fabricacion de café instantdneo, puede conducir también a niveles

relativamente altos de contaminacién por OTA en café instantaneo adulterado. s

En el 2001 la FAO dirigié un proyecto para "elevar la calidad del café mediante la
prevencion de la formacion de hongos" se documentd un nexo entre la
contaminacion por OTA y los granos defectuosos de café verde. Algunos datos

recopilados por el proyecto indican una "fuerte relacion" entre algunos defectos y
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la contaminacion por OTA, aungque no en todos los casos. Un estudio realizado
en Kenya, por ejemplo, revelé que casi todo el contenido de OTA se concentraba
en granos clasificados "enfermos" y "dafiados por insectos". Pero estudios
realizados en otros paises no mostraron relacion entre los defectos y la OTA. Se
comprobd ademas que los granos defectuosos de café se suelen incorporar en
los cafés de menor calidad, a menudo elaborados para consumo local en los
paises productores. El proyecto concluyd que las practicas postcosecha son la
forma mas eficaz de evitar la formacion de mohos y la contaminacion por OTA en
el café, a fin de obtener a la mayor velocidad posible un nivel de humedad que

no represente riesgos y evitar que el café se humedezca de nuevo. a

3.8. Reglamentacion con respecto a OTA

En 1998 por el Comité Cientifico de la Alimentacion de la UE (SCF) establecio
para la OTA dosis diarias tolerables entre 1.2-14 ng/kg por peso corporal.
expertos canadienses evaluaron la OTA y sugirieron dosis de ingestidon diaria
tolerable provisional (IDTP) de 1.2 — 5.7 ng/kg de peso corporal para un nivel de
riesgo de 10°. q3 Luego de los resultados de investigaciones respecto a esta
micotoxina el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) establece en su 372 reunion una ingesta semanal tolerable provisional

(ISTP o PTWI por sus siglas en inglés) de 112 ng/kg de peso corporal. a4

La dltima opinidn cientifica actualizada de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) present6 una ingesta semanal tolerable (TWI) de 120 ng / kg
de peso corporal, luego basandose en ella y en informacion sobre la exposicion
humana a OTA por parte de la poblacion europea de los estados miembros de la
Unién Europea, se establecieron los niveles maximos de OTA en diferentes
productos de consumo que contribuyen significativamente a la exposicién general

de humanos a la OTA. 4 Después de evaluar la ingesta alimenticia de la OTA



56

por parte de la poblacion se determind que el café contribuye significativamente
a esta exposicion, por lo tanto, se establecio el limite maximo aplicable a OTA
contenida en el café instantdneo de 10 pg/kg (ppb). a» En la tabla N° 5 se muestra

un resumen de la normativa mas relevante existente para OTA.

Tabla N° 5. Resumen de la reglamentacion a nivel mundial respecto a OTA.

Organizacién Limite
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Ingesta semanal tolerable provisional (ISTP o
Aditivos Alimentarios (JECFA). PTWI) de 112 ng/kg de peso corporal.

La Autoridad Europea de Seguridad

120 ng / kg de peso corporal (TWI).
Alimentaria (EFSA). g/kgaep poral (TWI)

Unién Europea 10 pg/kg (ppb).

3.9. Inmunoensayos

En un principio los inmunoensayos se desarrollaron en entornos médicos como
un apoyo en el estudio de la inmunologia, en especial la interaccién anticuerpo-
antigeno, sin embargo, en la actualidad su aplicacion se esta extendiendo fuera
del campo clinico, 9 de tal manera que en las ultimas décadas ha surgido y
tomado auge su utilizacion en Quimica Analitica, especialmente su aplicacion en
el andlisis de los contaminantes alimentarios. Los inmunoensayos ofrecen
ventajas en el analisis de contaminantes de alimentos sobre los métodos
convencionales, debido a que pueden proporcionar un método de deteccion
rapido, simple y rentable, con sensibilidad y especificidad comparable a los
métodos convencionales, proporcionando ademas una mayor velocidad del

analisis. (33)
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Los inmunoensayos se basan en la capacidad de los anticuerpos para unirse
especificamente a moléculas particulares llamadas antigenos, las cuales poseen
una estructura complementaria a una region especifica del anticuerpo. @ Un
anticuerpo es una sustancia proteica producida en un animal como respuesta a
la aplicacion de un inmundogeno (antigeno), sustancia que es considerada extrafia
por el organismo animal y frente a la cual se genera una reaccién de defensa,
por esta razén, los anticuerpos pueden determinar cantidades muy pequefas y
en forma selectiva de dicho antigeno siendo muy especificos en cuanto a su
reconocimiento. @ LOS antigenos y anticuerpos pueden utilizarse en los
inmunoanalisis como moléculas de captura o como moléculas diana, siendo asi
que un anticuerpo puede servir para capturar un antigeno, permitiendo conocer
o cuantificar la presencia de un analito en una muestra, asimismo un antigeno se

puede utilizar para capturar su respectivo anticuerpo. (s

Existen inmunoensayos en los cuales su respuesta se basa en una sefal de
positividad de la reaccion que se puede lograr marcando el antigeno o el
anticuerpo con un cromoégeno fluorescente (inmunofluorescencia), un isétopo
radiactivo (RIA: Radio Inmunoanalisis en fase liquida o sélida), o una enzima
(EIA: Inmunoandlisis enzimético). Pueden ademas encontrarse inmunoensayos
que no utilicen sefial de positividad (inmunoafinidad, como por ejemplo,

cromatografias de inmunoafinidad). @s

La utilizacion de marcadores enzimaticos facilito la revelacién de las uniones de
los antigenos y anticuerpos permitiendo ampliar las aplicaciones de los
inmunoensayos, surgiendo asi los inmunoensayos enzimaticos. s En estos
ensayos se marca el antigeno o el anticuerpo con enzimas formando conjugados
con propiedades inmunolégicas y a la vez enzimaticas los cuales luego de
reaccionar con un sustrato cromogénico pueden ser leidos

espectrofotométricamente. Los inmunoensayos enzimaticos se clasifican como
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homogéneos, como la Técnica de inmunoensayo multiplicado por enzimas
(EMIT), y heterogéneos, como el ELISA y la Técnica inmunocitoquimica ligada a
enzimas (ELICT). En los homogéneos al medir la sefial no se requiere que haya
una separacion entre el componente que contiene la enzima marcadora y el
componente que no tiene la enzima mientras que en los heterogéneos es

necesaria esta separacion. s

3.9.1. Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Engvall y Perimann fueron de los primeros investigadores en realizar estudios de
inmunoensayos enzimaticos, y mediante el empleo de marcadores enziméticos
desarrollaron el ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) que dieron
a conocer mediante una publicacion en 1971, en el cual se une un antigeno o un
anticuerpo a un soporte solido, por esta razon se dice que es un ensayo
inmunoabsorbente. ) La alta sensibilidad, especificidad y alto rendimiento han
convertido a ELISA en el inmunoanalisis mas utilizado, desarrollandose en los

altimos afios muchos kits para el analisis de diferentes muestras. as

Usualmente el ensayo se realiza en placas de microtitulacion hidréfobas de 96
pocillos, fabricadas en plastico con capacidad de unos 300 pL en las que se
utilizan lavados para separar las moléculas unidas y no unidas, éstas placas se
identifican con letras de A — H las filas mientras que las columnas con nimeros
del 1-12. 29

En el andlisis de alimentos suele preferirse los inmunoensayos enzimaticos . de
los cuales ELISA es el mas utilizado, ésta es una técnica heterogénea en la que
un anticuerpo o un antigeno s se encuentra en la fase soélida, esto se consigue
recubriendo las microplacas mediante una solucion que se incuba en cada pocillo
en la cual se encuentran los anticuerpos 7 0 los antigenos, llevandose a cabo

de ésta manera una adsorcion pasiva durante horas e incluso durante toda una
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noche, luego se lava la microplaca para eliminar todo lo que no se unio al pocillo
4s) Y Se utiliza un tampon de bloqueo ya que en este ayuda a reducir la posibilidad
de reacciones inespecificas ademas de proteger las moléculas fijadas al pocillo
y se procede a secar la microplaca, aunque es importante aclarar que este paso
es omitido en la mayoria de kits comercializados debido a que se venden
prerecubiertos. Luego se marca el antigeno con una enzimay junto a la muestra
se afiade a los pocillos ya recubiertos, se incuban durante un determinado tiempo
para permitir que se unan los anticuerpos a sus respectivos antigenos. Se lava
la placa para evitar interferencias debido a moléculas no unidas. Se afiade un
agente cromogeno y el color desarrollado permite su lectura
espectrofotométricamente. La cantidad de color es inversamente proporcional a

la cantidad de antigeno (analito) presente en la muestra. 27

3.9.1.1. Clasificacién de las técnicas ELISA

Las técnicas de ELISA se clasifican como directas o indirectas y a la vez se

pueden subclasificar en competitivas y no competitivas.

El ELISA directo es de formato no competitivo, presenta la ventaja de ser la
técnica mas sencilla, s Yy mas rapida, y consiste anclar el analito al pocillo que
luego forma un complejo con un anticuerpo primario marcado con enzima luego
el sustrato o sustancias para la deteccion son adicionadas para permitir una sefial
que puede ser leida en un espectrofotdmetro. Es necesario que el antigeno esté
purificado y los anticuerpos deben poderse marcar con enzimas por lo que su

ejecucion es limitada. @s)

En el ELISA de tipo indirecto se ancla el antigeno y éste forma un complejo con
un anticuerpo primario, al que se le adiciona un anticuerpo secundario marcado
con enzima el cual se utiliza para la deteccidén del complejo formado, éste ensayo

presenta la desventaja de ser inespecifico. (s
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El ELISA Sandwich es otra técnica no competitiva en la cual se ancla un
anticuerpo especifico, luego se adiciona la muestra que contiene el antigeno a
determinar, posteriormente la cuantificacion del complejo antigeno-anticuerpo se
realiza mediante un anticuerpo especifico que se llega a unir al antigeno, es decir,
se forma un “sandwich” en donde el antigeno queda en medio de dos anticuerpos.
En las técnicas no competitivas la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion del antigeno. s

La modalidad competitiva indirecta consiste en anclar un antigeno el cual se une
durante el ensayo a los anticuerpos, pero la union es inhibida por el antigeno
presente en la solucion patron o en la muestra s razon por la cual es conocida
también como ELISA de inhibicién, s luego utilizando un anticuerpo secundario
(que se obtiene de otra especie animal) marcado con enzima se detecta la
cantidad del complejo antigeno y anticuerpo formado. La absorbancia es

inversamente proporcional a la concentracion del antigeno. (s

En la técnica competitiva directa los antigenos presentes en la muestra inhiben
la unién del antigeno marcado con enzima (conjugado) a los anticuerpos fijados
en la los pocillos de la microplaca, siendo asi la absorbancia leida inversamente

proporcional a la concentracion del antigeno. s

3.9.2. Columna de inmunoafinidad (IAC)

En los inmunoanalisis es conveniente, de ser posible, la utilizacién de columnas
de inmunoafinidad (IAC) para la purificacion parcial de las muestras. 4o La funcién
de la columnainmunoafinidad (IAC) es purificar y concentrar el analito antes de
su analisis por medio de otras técnicas. @ En algunas literaturas para referirse al

proceso de pasar la muestra por IAC se utilizan términos como inmunoextraccion,
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extraccion en fase sodlida a base de inmunoafinidad o cromatografia de

inmunoafinidad sol-gel.u2

La IAC es una pequefia columna de plastico en la cual generalmente se
empaqguetan aproximadamente 0.2-0.5 ml de gel para realizar una extraccion en

fase sélida basada en inmunoafinidad (inmunoextraccién).

El principio consiste en que un anticuerpo (policlonal o0 monoclonal) generado
contra el analito es inmovilizado en el gel, la muestra con el analito es pasada a
través de la columna utilizando presion positiva desde una jeringa o simplemente
por gravedad, 42 los anticuerpos capturan el analito (antigeno) y dejan pasar los
demas componentes de la muestra, luego el analito es recuperado a través de
una elucién con un solvente adecuado (frecuentemente conocido como buffer de
elucion) que libera el antigeno de los anticuerpos por ruptura de sus enlaces. @)
Muchos kits comerciales para la determinacién de micotoxinas en alimentos por
meétodos ELISA recomiendan la utilizacion de columnas de inmunoafinidad para

una rapida y eficaz limpieza del extracto del alimento. 42 (Ver figura N°6)

Paso 1: Inyeccién de la muestra en la IAC

"eu —YYYY— YYYY- ‘L

O
¢ o0

Paso 2: Elucién del analito retenido

e —YYYY — YYYY: o°

Analito [ A Compuestos no retenidos Y Anticuerpo

@

Figura N° 6. Principio de funcionamiento de IAC para purificacion de analito. (s
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1.Tipo de estudio

4.1.1. De campo:
Se realiz6 una visita a los supermercados del distrito 2 zona 2 de San Salvador

para verificar las marcas comercializadas en los diferentes supermercados.

4.1.2. Experimental:
Se analizaron las diferentes muestras, en el laboratorio de andlisis bromatolégico,
determinando a través de un ensayo de inmunoadsorcién ligada a enzima, la

presencia y concentracion del contaminante Ocratoxina A.

4.1.3. Exploratorio:
Se investigd un tema que ha sido poco estudiado y para el cual en el pais no se
presentan estudios previos, lo que permiti6 conocer mejor el problema de

investigacion.

4.1.4. Prospectivo:
Se analiz6 la ocurrencia actual de OTA en cafés instantaneos comercializados
en supermercados del distrito 2, zona 2 de El Salvador, los datos obtenidos

podran ser utilizados como base para futuras investigaciones.

4.2. Investigacion bibliografica
Se realiz6 en las siguientes bibliotecas:
- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.
- Central de la Universidad de El Salvador.
- Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de El Salvador.

- Universidad Centroamericana José Simedn Carias
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- Universidad Salvadorena Alberto Masferrer

- Internet

4.3. Investigacién de campo

4.3.1. Universo

Esta constituido por todas las marcas de café instantaneo puro comercializado

en los supermercados del distrito 2 zona 2 de San Salvador. (Ver Anexo N°1)

4.3.2. Muestra

Se compone de las marcas de café instantdneo que se encuentran en todos los

supermercados del distrito 2, zona 2 de San Salvador.

4.4. Parte experimental

4.4.1. Seleccion de las marcas
Se realiz6 una visita a los supermercados del distrito 2 zona 2, para seleccionar
aquellas marcas que se encontraron en los cuatro supermercados, se

recolectaron tres frascos de cada una de las marcas a analizar.

4.4.2. Material, equipo, reactivos y preparaciéon de reactivos (Ver anexo N°2
y N°3)

4.4.3. Elaboracién de la curva de calibracion para la determinacién de OTA
En la determinacién de Ocratoxina A se utilizé el kit de estandares Neogen para
Ocratoxina A los cuales se adquirieron en frascos color ambar conteniendo

diluciones de 0 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb, y 25 ppb listos para utilizar y realizar
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la curva de calibracién que se empled en la determinacién de Ocratoxina A (Ver

anexo N°2).

4.4.4. Determinacion de OTA en café instantaneo (Ver Anexo N°5)

Se realiz6 la extraccion, purificacion y cuantificacion de cada uno de los tres
frascos que se seleccionaron por marca, realizando el andlisis dos veces por
cada frasco recolectado, se determind OTA por medio de una técnica ELISA
competitiva directa, utilizando un kit de la marca Neogen con un limite de

deteccion de 1 ppb. (Ver anexo N°2)

4.4.4.1. Extraccion y purificacion de OTA s (Ver Anexo N° 4)

1. Pesar 10 g de cada muestra.

2. Mezclar los 10 g de café instantaneo con 50 ml de una mezcla de CHzOH
/ NaHCOs 1% (7:3) mezclar vigorosamente en un agitador magnético (600
rpm) durante 3 minutos.

3. Dejar reposar por 3 minutos (para que la muestra mezclada sedimente).

4. Filtrar el liguido sobrenadante a través de papel Whatman MN640 W g
125mm (#5).

5. Tomar 5 ml del filtrado (equivalente a 1 g de la muestra original) y diluir
con 45 ml de PBS (Buffer Fosfato Salino) / Tween (0.01% v/v) para obtener
un volumen final de 50 ml.

6. Pasar 50 mL de la muestra por la columna de inmunoafinidad, utilizando
una jeringa de 50 mL para generar presion positiva desde la jeringa.

7. Lavar la columna con 20 mL de PBS / Tween (0.01% v/v). No permitir que

la columna se seque.
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8. Lavar adicionalmente la columna de inmunoafinidad con 10 ml de PBS y
asegurarse de que todo el liquido se elimine de la columna usando presion
positiva desde una jeringa.

9. Eluir lentamente la OTA unida en los anticuerpos de la columna de
inmunoafinidad, pasando 1 mL de metanol a través de la columna. Volver
a succionar el metanol jalando el émbolo hacia arriba lenta y suavemente
permitiendo que el metanol pase a través de la columna tres veces para
asegurar la eluciéon completa de la OTA unida. Recoger la OTA eluida en
un vial de vidrio &mbar limpio.

10. Repetir el paso anterior utilizando 1 mL de metanol y recoger este eluyente
en el mismo vial de vidrio anteriormente usado.

11.Agregar 2 ml de agua destilada a la columna y asegurarse la recuperacion
completa de este volumen al forzar el aire a través de la columna por
medio de presion ejercida desde una jeringa. Recoger este eluyente en el
mismo vial de vidrio de los pasos anteriores, el volumen total sera de 4 mL

el cual esta listo para ser analizado por el método ELISA.

4.4.4.2. Cuantificacion de OTA por el método ELISA us (Ver Anexo N° 4)

1. EIl kit debe permanecer almacenado a temperaturas entre 2—8°C cuando no
esté en uso (sin llegar a congelar). Antes de usarlos, llevar todos los reactivos
a temperatura ambiente (18-30°C).
Asegurarse de que muestra se encuentre en un pH entre 6 — 8.

3. Retirar 1 pozo de mezclado marcado con rojo para cada muestra que se va a
analizar mas 5 pozos para controles marcados con rojo y colocarlos en el
portapozos.

4. Retirar un nimero igual de pozos recubiertos con anticuerpos.
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5. Marcar un extremo de la tira con un "1" utilizando un marcador negro y luego
colocar la tira en el portapozos con el extremo marcado al lado izquierdo. No
marcar el interior o el fondo de los pozos.

6. Mezclar cada reactivo agitando cada frasco de reactivo en forma circular antes
de usarlo.

7. Colocar 100 uL de conjugado del frasco con etiqueta azul en cada pozo de
mezclado marcado de rojo.

8. Utilizando una punta de pipeta nueva para cada pocillo, transferir 100 uL de
controles y muestras a los pocillos rojos para mezclarlos. El orden seré primero
el estandar negativo (0 ppb), luego el de 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 25 ppb y luego
las muestras (asegurarse de anotar el orden en el cual se colocan las
muestras).

9. Utilizando una pipeta de 12 canales, mezclar el liquido en los pocillos
pipeteandolo hacia arriba y hacia abajo 3 veces.

10. Transferir 100 pyL de los pozos rojos a los pozos recubiertos de anticuerpos
cuidando de no tocar el fondo de los pocillos con las puntas. Mezclar
deslizando hacia atras y hacia adelante el portapozos sobre una superficie
plana durante 10—20 segundos sin salpicar los reactivos de los pozos. Incubar
durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-30 °C). Desechar los pozos
de mezclado marcados con rojo.

11.Desechar el contenido de los pocillos y llenarlos con 300 pL de agua destilada
o desionizada y descartarlos. Repetir 5 veces este paso, luego voltear los
pozos hacia abajo y golpear suavemente sobre una toalla de papel hasta que
se retire toda el agua restante.

12.Verter el volumen necesario de sustrato (del frasco con etiqueta verde) a la
cubeta de reactivo correspondiente.

13.Con puntas nuevas en la pipeta de 12 canales, ambientar y pipetear 100 L
de sustrato dentro de los pozos. Mezclar deslizando hacia atras y hacia

adelante sobre una superficie plana durante 10-20 segundos.
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14.Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. (Desechar el sustrato
restante en la cubeta de reactivo, la cual luego debe ser lavada).

15. Verter la solucién STOP del frasco con etiqueta roja dentro de la cubeta de
reactivo correspondiente.

16.Sacar el excedente de sustrato de la pipeta de 12 canales, ambientar las
puntas y pipetear 100 uL de Solucién STOP a cada pozo. Mezclar deslizando
hacia atras y hacia adelante sobre una superficie plana. Desechar las puntas.

17.Limpiar el fondo de los pocillos (por fuera) con un pafio o toalla secos, eliminar
las burbujas de aire, ya que pueden afectar los resultados analiticos y leer en
un lector de microplacas con un filtro de 650 nm. Los resultados se deben leer

dentro de los siguientes 20 minutos después de agregar la solucién STOP.

Nota: La metodologia utilizada presenta ligeras variaciones respecto a la
metodologia original del kit para OTA del fabricante, lo anterior debido a que
originalmente no se contempla en el instructivo del kit, la utilizacion de columnas
de inmunoafinidad, sin embargo, el fabricante comercializa también las columnas

gue se utilizaron en el analisis.

4.4.4.3. Andlisis de datos

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de datos, aplicando la
prueba t-student, para su posterior comparacion con el reglamento (CE)
N°123/2005 de la Comisién de las Comunidades Europeas para OTA. (Ver anexo
N°6) el cual establece que el limite para la cantidad de OTA permitida en
muestras de café instantaneo es de 10 ppb, se plantearon las siguientes hipotesis

estadisticas:

Hipétesis nula Ho: u = 10 ppb
Hipétesis alterna H;: pu > 10 ppb
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Refiriéndose asi la hipotesis nula al cumplimiento de la normativa para OTA en
café instantaneo, mientras que la hipétesis alterna comprende todos los valores

de OTA que se encuentren fuera del limite.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Seleccion de las marcas

Antes de empezar el analisis de OTA el primer paso fue llevar a cabo un
adecuado muestreo, y luego se realizO un pretratamiento que consistio en
homogenizar la muestra. Para realizar el muestreo primeramente se visitaron los
supermercados del distrito 2 zona 2 a fin de conocer las marcas comercializadas
en cada uno de ellos generando un listado de 12 marcas, como herramienta para

identificar las que se encontraban en los cuatro supermercados.

Se utilizé un muestreo aleatorio simple, recolectando tres (3) frascos de café por
cada marca, totalizando 18 muestras, lo anterior debido a que se planteé la
utilizacion de la t-student asumiendo una tendencia normal de los datos. La t-
student permite analizar muestras con un tamafio menor a 30 cuando no es
posible obtener muestras grandes debido a razones de costo y se requiere utilizar
una distribucion de probabilidad que permita hacer estimaciones confiables.

En la tabla N°6 se presentan las marcas observadas en la visita realizada en

noviembre de 2018.

Tabla N° 6. Marcas de café instantdneo encontradas en los supermercados del

distrito 2 zona 2 de San Salvador.

permercadd Despensa de Super Selectos | Super Selectos | Super Selectos

Don Juan Metro Sur sexta etapa octava etapa
Marca
Listo X X X X
Nescafé X X X X
Coscafé X X X X
Musun X X X X

Juan Valdez X X X X




Tabla N° 6. Continuaciéon
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upermercado| pespensade | Super Selectos | Super Selectos | Super Selectos
Don Juan Metro Sur sexta etapa octava etapa
Marca
Colcafé X X X X
Aroma X X X
Dany X X X
Selectos X X X
Suli X
Rico X
Folgers X

De las marcas

observadas sélo seis se encuentran presentes en todos los

supermercados visitados, las que se resaltan en la Tabla N° 1, siendo estas:

Listo, Nescafé, Coscafé, Musun, Juan Valdez y Colcafé, las cuales fueron

seleccionadas para la determinacion de Ocratoxina A en café instantaneo.

Se observé que en los supermercados se encuentran disponibles en mayor

cantidad las marcas extranjeras frente a las nacionales. (Ver Tabla N°7)

Tabla N° 7. Marcas seleccionadas para el estudio y su pais de procedencia.

Marca Pais de Procedencia
Listo Brasil
Nescafé México
Coscafé El Salvador
Musun México
Juan Valdez Colombia
Colcafé Colombia




5.2 Determinacion de OTA en café instantaneo

Las muestras fueron rotuladas y trasladadas al
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laboratorio de analisis

bromatoldgico de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador, en donde se realiz6 el siguiente proceso:

a) Elaboracién de la curva de calibracion

En la tabla N°8 se presentan las lecturas correspondientes a las densidades

Opticas de los estandares de 0 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb y 25 ppb a 620 nm en

el lector de microplacas ELx800, las cuales sirvieron para elaborar la curva de

calibracion (Ver figura N°7), de modo que, se determiné la relaciéon funcional

existente entre las concentraciones y las densidades épticas con un coeficiente

de correlacion R? = 0.9886 a partir de la curva de calibracién el software Veratox

de Neogen estimé las concentraciones de las muestras a partir de las lecturas

de densidades 6pticas obtenidas.

Tabla N° 8. Resultados de lecturas de las densidades épticas de estandares

para la elaboracion de la curva de calibracion.

Concentracion (ppb)

Densidad éptica

0 0.388
2 0.362
5 0.331
10 0.289
25 0.186
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CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE

OCRATOXINA A y =-0.0079x + 0.3772
R?=0.9886

0.45
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Figura N°7. Curva de calibracion de los estandares de Ocratoxina A.

b) Extraccién y purificacion de OTA (Ver Anexo N° 4)

Siguiendo los procesos para la determinacion de OTA se realizé la extraccion de
la micotoxina de la matriz en estudio, el café instantdneo, a través de un solvente
adecuado. Los solventes organicos y el agua (0 mezclas de los dos) son
usualmente utilizados para la extraccion de OTA del café instantaneo, es muy
comun utilizar soluciones acuosas de metanol y bicarbonato ya que la solubilidad
de la OTA aumenta bajo condiciones de pH alcalino, ademéas estudios han
demostrado que el bicarbonato de sodio usado en concentraciones que van
desde 1-5% disminuye la probabilidad de extraer otros componentes

interferentes para el analisis.

En el método inicial a utilizar no se contemplaba el uso de una columna de
inmunoafinidad (IAC) pero es sabido que en los analisis de micotoxinas el uso de

IAC se ha convertido en el método de eleccién para la limpieza, purificacion y
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concentracion del analito, esta limpieza permite realizar una separacion
preliminar de la OTA de otros componentes que podrian haberse extraido junto
a ella e interferir en el andlisis. La columna de inmunoafinidad para Ocratoxina A
de la marca Neogen fue lavada con un buffer de fosfato salino (PBS) que favorece
la eliminacién de cualquier componente interferente que permanezca en el gel de
la columna, otra razon de usar PBS es mantener condiciones de isotonicidad lo
cual favorece las reacciones entre antigenos y anticuerpos. En ocasiones se
pueden utilizar detergentes junto a los tampones de lavado, siendo el mas
utilizado el Tween-20 a una concentracion del 0.05%, debido a que los
detergentes idnicos pueden desnaturalizar los epitopos. La elucién del analito en
moléculas pequefias suele realizarse con metanol, solvente que fue utilizado
como “buffer de eluciéon” para la OTA. Luego de estos procesos se continuo con

la cuantificacion de la OTA por el método ELISA competitivo directo.

c) Cuantificacion de OTA en café instantaneo (Ver Anexo N° 4)

En el analisis de moléculas pequefias, como es el caso de la OTA, que pueden
tener so6lo un epitopo disponible se usan para su determinacion inmunoensayos
de tipo competitivo. En los inmunoensayos competitivos ademas del anticuerpo
especifico y el antigeno (en este caso la OTA) se tiene un trazador que es el
mismo analito marcado con enzima (esta enzima es la que genera la sefial)

siendo conocido también como conjugado enzimatico.

Se realiz6 una premezcla de las muestras y estdndares con el conjugado
enzimatico en los pocillos color rojo los cuales no contienen anticuerpos, luego

de homogenizar la muestra se traslada a los pocillos con anticuerpos.

En esta fase de la técnica se ancla, a través de adsorcion, el anticuerpo al fondo
del pocillo y tanto el analito como el conjugado enzimatico compiten por los sitios

de union de los anticuerpos (Ver Figura N° 8)
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Figura N° 8 La OTA y el conjugado compiten por los sitios de union en los

anticuerpos previamente fijados al pocillo.

Posteriormente los pocillos son lavados para eliminar todas aquellas moléculas
no unidas a los anticuerpos, usualmente inundar los pocillos y luego desechar el
agua contenida es suficiente. Luego se adiciona un sustrato (Ver Figura N°9) el
cual reacciona con la enzima del conjugado produciendo (para el analisis de
OTA) una coloracion la cual es medible y es proporcional a la cantidad de

conjugado unido los anticuerpos.

YY) Yy

Se realizan lavados para eliminar todas las moléculas que no se hayan unido. Se
agrega el sustrato y se incuba con la muestra.

Clave:

Anticuerpo: Y OTA: ‘ Conjugado: 0 Sustrato:

Figura N° 9. Lavados realizados para eliminar posibles interferentes y adicién del

sustrato.
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Después de un tiempo de desarrollar el color se utiliza una solucion de parada,
asi la reaccion enzimética con el sustrato es detenida, evitAindose que siga
cambiando el color esto usualmente se realiza cambiando el pH mediante la
adicion de un acido. Finalmente se determina la concentracion del analito a partir
de la sefial producida, si la concentracién de analito es alta se unirdn mas
moléculas del analito a los anticuerpos y se unirAn menos moléculas de
conjugado enzimético de esta forma al adicionar el sustrato producird una menor
sefal de color, caso contrario si la concentracion de analito en la muestra es
pequefia la cantidad de conjugado enzimatico unido serd mayor y se producira
un mayor cambio de color, por lo tanto el cambio de color sera inversamente

proporcional a la cantidad de analito en la muestra. (Ver Figura N°.10)

EXYYY YYYYY

El sustrato unido al conjugado produce una coloracion azul. Después de afiadir la solucion
stop se obtiene la densidad optica en lector de microplacas.

Clave:
Anticuerpo: Y OTA: ‘ Conjugado: 0 Sustrato:

Figura N° 10. Determinacion de OTA a través de la reaccion colorimétrica.

El tipo de espectrofotometro utilizado para cuantificar la concentracion del analito
a partir del color es conocido como lector de microplacas. La sefial obtenida fue

leida colorimétricamente como densidad optica.
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Tabla N° 9. Resultados del contenido de Ocratoxina A en café instantaneo para

las seis marcas analizadas del distrito 2, zona 2 de San Salvador.

Marca _ _ Lectura Limite permitido de OTA
Muestra Densidad 6ptica . i
(ppb) en café instantaneo (UE)
0.691 <1
Al
0.720 <1
0.427 <1
Listo A2
0.364 <1
0.655 <1
A3
0.676 <1
0.571 <1
Bl
0.615 <1
0.485 <1
4 B2
Nescafé 0.474 <1
0.538 <1
B3
0.581 <1
0.650 <1
C1
0.824 <1 10 ppb
0.538 <1
Coscafé C2
0.581 <1
0.664 <1
C3
0.508 <1
0.526 <1
D1
0.601 <1
0.545 <1
Musun D2
0.421 <1
0.397 <1
D3
0.340 <1
0.584 <1
F1
0.447 <1
Colcafé
0.499 <1
F2
0.561 <1
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Tabla N° 9. Continuacion.

Marca ) oo Lectura Limite permitido de OTA
Muestra Densidad optica . i
(ppb) en café instantaneo (UE)
0.454 <1
Colcafé F3
0.446 <1
0.517 <1
El
0.552 <1 10 ppb
Juan 0.701 <1
E2
Valdez 0.538 <1
0.481 <1
E3
0.525 <1

En la medicion colorimétrica, se registra el valor de la sensibilidad 6ptica del color
producido en la reaccidon enzimatica, esta medicidn se realiza a través de la
densidad éptica (DO). En base a los datos obtenidos, se utilizé la curva de

calibracion para estimar la concentracion de las muestras.

En la tabla N°9 se reflejan valores menores a 1 ppb para las concentraciones en
todas las marcas, debido a que la OTA no fue detectada en ninguna de las
muestras estudiadas ya que el limite de deteccion con el kit de andlisis Neogen

Veratox para Ocratoxina y los estandares de OTA utilizados es de 1 ppb.

5.3 Andlisis estadistico de datos

Segun la normativa de la Comision de las Comunidades Europeas (CE) N°
123/2005 (anexo N°5) la OTA presente en el café instantaneo no debe ser mayor
a 10 ppb. En relaciéon a lo anterior se plantearon las siguientes hipotesis

estadisticas:

Hipotesis nula Ho: u =10 ppb
Hipotesis alterna Hy: u > 10 ppb
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Las distribucion utilizada fue la t- student de una muestra en la que se comparan
los resultados obtenidos contra un valor objetivo, el cual para el caso corresponde
al limite establecido por la Unién Europea para OTA en café instantaneo, es decir,
10 ppb.

La hipétesis alterna fue planteada teniendo en cuenta que se requiere evaluar el
riesgo existente, por lo que nos interesa conocer si la concentracion media de
OTA en café instantaneo supera las 10 ppb, cabe destacar que la hipétesis nula
fue planteada como la media igual a 10 ppb por razones estadisticas, ya que se
analiz6 si la media se encuentra en el valor objetivo (el limite establecido en la
referencia) o es mayor a este, de esta forma la hipotesis nula se refiere al
cumplimiento de la normativa para OTA mientras que la alterna comprende todos

los valores que de OTA que se encuentren fuera del limite.

Segun los resultados obtenidos en el ensayo la media no es mayor que el valor
objetivo correspondiente al limite de OTA en muestras de café instantaneo (10
ppb), ya que para la determinacion realizada en todas las marcas la OTA fue
menor a 1 ppb y aunque se deseaba detectar si la media era mayor que el valor
objetivo o el valor de referencia, los datos sugieren que realmente es menor que
10 ppb, por tanto se acepta la hipétesis nula, que matematicamente se expresa
como p = 10 ppb sin embargo debe interpretarse este resultado como el

cumplimento del criterio de aceptacion planteado por la Unién Europea.

En vista de que se acepta la hipotesis nula no es preciso analizar los datos
mediante calculos estadisticos para realizar las pruebas de hipotesis,
evidenciandose por lo tanto, que las muestras analizadas no representan un

riesgo para la salud.
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5.4 Recuperacion de Ocratoxina A

En vista de los resultados obtenidos en los analisis de determinacion de
Ocratoxina A, se realizé un segundo analisis con dos muestras de café siendo
estas de la marca Juan Valdés y Coscafé a las cuales se les realiz6 el mismo
procedimiento con la diferencia que las muestras fueron contaminadas
inicialmente con 1.2 mL de estandar de Ocratoxina A de 25 ppb para afiadir
tedricamente una cantidad de 0.03 ug lo que equivaldria a tener una muestra de
10 g de café instantaneo con 3 ppb de OTA.

Luego de realizar la extraccion y purificacion de la OTA se procedieron a realizar

los analisis obteniéndose las siguientes lecturas:

Tabla N° 10. Recuperacion de OTA en muestras contaminadas con OTA.

Muestra Densidad _
) o Lectura | Recuperacion
contaminada optica
Juan Valdez 0.330 2.787 92.90 %
Colcalfé 0.329 2.923 97.43 %

En el ensayo realizado se obtuvieron valores de recuperacién superiores al 90%
(Ver tabla N°10), de forma que los resultados sugieren que el método llevado a
cabo para la determinacion de OTA es funcional para la extraccion, purificacién
y cuantificacion de Ocratoxina A en muestras de café instantaneo por lo anterior

se tiene mayor confiabilidad en los resultados obtenidos.
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5.5 Comparacién de resultados con la normativa europea

En el analisis estadistico se determind que la media no es significativamente
mayor que el valor de 10 ppb, por lo anterior, se acepta la hipétesis nula y en
consecuencia se sabe que las muestras analizadas en esta investigacion
cumplen con la normativa de la Comisién de las Comunidades Europeas (CE) N°
123/2005 (anexo N°5) la cual establece que la concentracién de Ocratoxina A
(OTA) no debe ser mayor a 10 ppb en café instantaneo.

En los resultados obtenidos no existe una diferencia significativa entre la cantidad
de OTA en café instantaneo de procedencia extranjera frente a la marca nacional
analizada. Asimismo, no se observé influencia del punto de muestreo, debido a
gue se analizaron las mismas marcas en los supermercados estudiados, cabe
mencionar ademas que no es posible que se produzcan micotoxinas luego del
envasado del café instantaneo, a causa de que no existen las condiciones

adecuadas para la proliferacion de hongos productores de OTA.

Por lo tanto en esta investigacion no se asoci6é el consumo de café instantaneo
con un riesgo toxicoldgico por ingesta de OTA, sin importar la procedencia del
producto por lo que es probable que el café instantdneo comercializado en El
Salvador no contribuya significativamente en la ingesta diaria de OTA y por lo

tanto no constituya una fuente de esta micotoxina en la dieta.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Las marcas seleccionadas para la investigacion fueron Listo, Nescafé,
Coscafée, Musun, Juan Valdez y Colcafé, debido a que se encontraban
presentes en todos los supermercados, se observé entre las muestras una

mayor presencia de marcas extranjeras.

En los resultados obtenidos no existié una diferencia significativa entre la
cantidad de OTA en muestras de café instantaneo de procedencia

extranjera frente a la marca nacional analizada (Coscafé).

La utilizacion de columnas de inmunoafinidad fue necesaria en la
determinacién de Ocratoxina A en café instantaneo, para realizar la
concentracion y purificacion del analito, lo anterior a fin de eliminar

interferentes que pueden resultar en falsos positivos para el andlisis.

En las marcas estudiadas, debido al secado realizado durante el
procesamiento del café no existe posibilidad de que el producto terminado
y adecuadamente envasado sea contaminado con OTA ya que no se
encuentran las condiciones adecuadas para la proliferacién de hongos

productores de micotoxina.

Debido a que los resultados obtenidos en los analisis reflejaron
concentraciones menores a 1 ppb, se acepta la hipétesis nula, que plantea
el cumplimiento a la normativa de la Comision de las Comunidades
Europeas para Ocratoxina A (OTA) en café instantaneo (CE) N°123/2005.

Ninguna de las muestras analizadas supera los limites establecidos por la
Union Europea para el contenido maximo de Ocratoxina A en café

instantaneo (10 ppb).



CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

Lavar bien la columna de inmunoafinidad (IAC) con la solucién de lavado
recomendada de PBS/Tween (0.01%) a fin de eliminar del gel cualquier
otra molécula no unida a los anticuerpos que al ser recuperada en la

eluciéon de la OTA pueda generar falsos positivos en los analisis.

Utilizar un frasco ambar para la recoleccion de la OTA eluida de la columna
de inmunoafinidad (IAC), debido a que la OTA es sensible a la luz y al salir
de la columna purificada no existen pigmentos ni otras sustancias que la

protejan de la luz.

Que se considere la utilizacion de estandares con concentraciones de
OTA menores a las utilizadas en futuras investigaciones, para tener una
curva de calibracibn mas amplia que permita la cuantificacion de
cantidades aun mas pequefias de OTA, utilizando asimismo un software
gue permita analizar los datos estimando concentraciones a partir de una

mayor cantidad de estandares.

Que en futuras investigaciones se determinen otros contaminantes que
podrian estar presentes en el café instantaneo, tales como la acrilamida,
metales pesados, residuos de pesticidas y furano, teniendo asi estudios
que permitan elaborar el perfil respecto a la calidad e inocuidad del café

instantaneo en el pais.

En futuras investigaciones realizar el analisis para la determinacion de
Ocratoxina A utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
para detectar las trazas de ocratoxina A, ya que en la metodologia utilizada
no se detectaron concentraciones menores de 1 ppb, no obstante al ser la
Ocratoxina A un contaminante natural en café instantaneo no se descarta
la posibilidad de que se encontrase en cantidades menores al limite de

deteccion.
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GLOSARIO

Café instantaneo: El café instantdneo es el polvo o granulado que queda luego
de que al extracto de café se le ha retirado el agua. A diferencia del café tostado,
cuando es empacado en un recipiente hermético, es estable y puede mantener
su calidad durante muchos meses e incluso afios pues es menos vulnerable a
procesos de oxidacion. Se prepara muy facilmente con sélo adicionarle agua o

leche sin necesidad de maquinas con filtros o alta presion. e

Carcinogenico: Causante de un carcinoma o cancer.

Columna de inmunoafinidad: Es una pequefia columna de plastico en la cual
generalmente se empaquetan aproximadamente 0,2-0,5 ml de gel para realizar
una extraccion en fase solida basada en inmunoafinidad (inmunoextraccion), su

funcion es purificar y concentrar el analito antes de su analisis. ()

Curvade calibracion: Es unarelacién funcional entre la concentracion de analito
en los estandares (calibradores) y la respuesta medida. La curva de calibracion
se usa para estimar la concentracion de analito en muestras de prueba por

interpolacion. Es un sindnimo de curva estandar. s

Densidad 6ptica: Es la medicion de la cantidad de atenuacion o intensidad
perdida cuando la luz pasa a través de un componente 6ptico, la cual puede ser

una suma de la absorcidn, dispersion y reflexion. (s

Epitopo: Es la zona o region especifica del antigeno que es capaz de activar una
respuesta inmunolégica, es decir, es el sitio del antigeno que se une al

anticuerpo. s

Falso positivo: Es el resultado positivo que se obtiene al analizar una muestra

qgue verdaderamente deberia ser negativa. @s

Hepatotoxico: Que destruye las células del higado. 4



Inmunoensayo: Es una prueba cientifica cualitativa o cuantitativa para medir la
cantidad, la actividad funcional o la identidad de un analito en el que se incorporan

anticuerpos en pasos clave para la cuantificacion del analito objetivo. @3

Inmunosupresor: Actla contra la respuesta del sistema inmunitario. Suprime el

sistema inmunoldgico natural del cuerpo. @

Interferencia: Presencia de entidades en muestras que impiden que el analito
objetivo sea detectado o cuantificado con precision. Es un sesgo significativo en
la concentracion de analito medida debido al efecto de otro componente o

propiedades de la muestra o matriz. (s

Nefrotdxico: Venenoso o dafiino para las células renales. @

Lector de microplacas: Los lectores de microplacas son los equipos que
proporcionan los resultados finales de deteccion a través del registro de la
intensidad o absorbancia segun el método de deteccion aplicado, como por

ejemplo, las técnicas colorimétricas, fluorescentes y / o luminiscentes. s

Limite de deteccion: Es la concentracion mas baja de analito para la cual la

respuesta se puede distinguir de forma fiable del ruido de fondo. @

Ocratoxina A: Es una de las micotoxinas mas importantes y nocivas, descrita
como un metabolito toxico producida por hongos de la especie Penicillium los
cuales se encuentran en climas frios, y por varias especies de Aspergillus en

regiones con climas tropicales y subtropicales. 4

Teratogénico: Que tienen la tendencia a producir trastornos fisicos en un

embrion o feto. @



ANEXOS



ANEXO N° 1
MAPA DEL DISTRITO 2 DE SAN SALVADOR
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Clave Supermercado Ubicacién
A Super Selectos Metro Centro 62 Etapa
Super Selectos Metro Centro 82 Etapa
A Super Selectos Metro Sur
Despensa de Don Juan Bulevar “Los Héroes”

Figura N° 11. Mapa del distrito 2 de San Salvador tomado y modificado de
Alcaldia de San Salvador (2009).



ANEXO N°2
MATERIALES Y EQUIPO



Materiales

Beakers de 100 mL, 1000 mL

Probeta de 10 mL, 50 mL, 100 mL

Balones de 10 mL, 50 mL

Erlenmeyer de 125 mL

Embudo

Agitadores de vidrio

Pipetas volumétricas de 5 mL

Jeringas de 50 mL con adaptador

Gradilla para columna de inmunoafinidad

Columnas de inmunoafinidad para OTA Neogen (Ver Figura N°3)

Micropipeta de 100 pL, 1000 uL

Micropipeta multicanal (12 canales)

Puntas para micropipetas

Frascos de vidrio ambar

Rotulador negro

Portapozos

Papel toalla

Toalla pequefia

Micro espatula

Papel pH

Papel Whatman MN640 W g 125mm (#5)

Cronémetro

Refrigerador (almacenar kit ELISA)

Cubetas de reactivo (para contener soluciones de analisis ELISA)

Kit de andlisis de Neogen Veratox ® para ocratoxina (Ver Figura N°3)
- 48 pocillos cubiertos de anticuerpos

- 48 pocillos de mezcla marcados en rojo



- 1 frasco con etiqueta azul de solucion conjugada de ocratoxina-
HRP
- 1 frasco con etiqueta verde de solucién de sustrato K-Blue ®
- 1 frasco con etiqueta roja de solucion Red Stop
— Estandares de Ocratoxina A Neogen
- 5frascos marcados en amarillo de 0, 2, 5, 10 y 25 ppb de controles
de OTA

Equipos

— Balanza analitica Shimadzu AUY220
— Medidor de pH Metrohm 632 pH-meter
— Lector de microplacas BIOTEK ELx800

— TermoOmetro digital Traceable Fisher Scientific



Solucién de sustrato

Conjugado Solucién Stop

\
Estandares

Pocillos rojos

Columnas de Pocillos cubiertos de anticuerpos
inmunoafinidad

Figura N° 12. Kit utilizado para el analisis de ocratoxina A en café instantaneo.



ANEXO N°3
PREPARACION DE REACTIVOS



Preparacion de 100 mL de CHsOH/NaHCOs 1% (7:3)

Pesar 1g de NaHCOzs (Bicarbonato de sodio) en balanza semianalitica.
Disolver en aproximadamente 80 mL de agua destilada.

Transferir a balén de 100.0 mL y aforar con agua destilada.

Medir 30 mL de la solucién preparada anteriormente.

Colocar en balon de 100.0 mL.

Aforar con CH3OH (metanol).

Preparacion de 100 mL de PBS (Buffer fosfato salino)

Colocar en un beaker 150 mL de agua destilada y llevar a ebullicion
durante 5 minutos, al retirar fuente de calor tapar inmediatamente para
proteger de la atmésfera (Esta agua se encuentra libre de COy).

Pesar en balanza analitica los siguientes reactivos

0.02 g de KCI (Cloruro de potasio)

0.02 g de KH2PO4 (Fosfato monopotasico)

0.116 g NaxHPO4 (Fosfato de disédio)

0.8 g NaCl (Cloruro de sodio)

Disolver en aproximadamente 80 mL de agua libre de CO; (Dioxido de
carbono).

Utilizando un pH-metro y una solucién de HCI 0.1 N (de ser necesaria)
ajustarelpHa 7.4

Aforar con agua libre de CO,

Preparaciéon de 100 mL de PBS/Tween 0.01% (7:3)

Medir en micropipeta 100 pL de Tween 20.

Colocar en balén de 10 mL.



— Aforar hasta la marca con agua destilada.
— Tomar de la solucion anterior 1 mL.

— Colocar en bal6n de 100 mL.

— Aforar con PBS.

Metanol

— Usar reactivo grado ACS



ANEXO N°4
ESQUEMAS DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE OTA EN CAFE
INSTANTANEO



Extraccion de ocratoxina A del café instantaneo

* PBS = Buffer Fosfato Salino
** |AC = Columna de Inmunoafinidad

Figura N°13. Etapa de extraccion y purificacion de ocratoxina A en café

instantaneo.



* |AC = Columna de Inmunoafinidad

Figura N°13. Continuacion



de ocratoxina A por el método ELISA
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Figura N° 14. Determinacion de ocratoxina A en café instantaneo.
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Los resultados se deben
leer dentro de los
siguientes 20 minutos
después de agregar la
solucién STOP.

Figura N° 14. Continuacion.

S
Limpiar el fondo de los pocillos (por fuera)
con un pafio o toalla secos, eliminar las
burbujas de aire, ya que pueden afectar los
resultados analiticos.

/ \
|Leer en un lector de microplacas |




ANEXO N°5
FOTOGRAFIAS DEL ANALISIS DE OCRATOXINA A EN CAFE
INSTANTANEO



Figura N°15. Fotografias del pesado de muestras para la determinacion de OTA
(A), Extractos de OTA de las muestras de café instantaneo (B),
Purificacion del extracto en IAC (C), Obtencion del pH de los

extractos antes del andlisis ELISA (D)



Figura N° 16. Fotografias de la microplaca utilizada para la determinacion de
OTA en café instantaneo (A), Ensayo ELISA para determinacion de
OTA (B), Pipeta multicanal utilizada en el ensayo ELISA (C) y Lector

de microplacas (D).



ANEXO N°6
REGLAMENTO (CE) N° 123/2005 DE LA COMISION DE LAS
COMUNIDADES EUROPEAS



28.1.2005

Diario Oficial de la Unién Europea

L 25/3

REGLAMENTO (CE) N° 1232005 DE LA COMISION
de 26 de enero de 2005

por el que se modifica el Reglamento (CE) n°® 466/2001 con respecto a la ocratoxina A

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n® 315/93 del Consejo, de 8 de
febrero de 1993, por el que se establecen procedimientos co-
munitarios en relacion con los contaminantes presentes en los
productos alimenticios (), y, en particular, el apartado 3 de su
articulo 2,

Considerando lo siguiente:

1

)

(€}

)

El Reglamento (CE) n® 466/2001 de la Comision (%), fija
el contenido médximo de determinados contaminantes en
los productos alimenticios.

Con arreglo al Reglamento (CE) n® 466/2001, la Comi-
sion revisard las disposiciones con respecto a la ocrato-
xina A en las uvas pasas y con vistas a la inclusion de un
limite mdximo aplicable a la ocratoxina A contenida en
el café verde y tostado y los productos a base de café, el
vino, la cerveza, el zumo de uva, el cacao y los productos
del cacao, y las especias, atendiendo a las investigaciones
realizadas y las medidas preventivas aplicadas para redu-
cir la presencia de ocratoxina A en dichos productos.

El Comité cientifico de la alimentacion humana sefial6 en
su dictamen sobre la ocratoxina A, emitido el 17 de
septiembre de 1998, que dicha sustancia es una micoto-
xina con propiedades carcingenas, nefrotdxicas, terat6-
genas, inmunotoxicas y, posiblemente, neurotéxicas. El
Comité indicé también que se estin realizando nuevos
estudios para aclarar los mecanismos implicados en la
carcinogenicidad de la ocratoxina A. Se prevé que el
proyecto de investigacion europeo sobre los mecanismos
de la carcinogenicidad inducida por la ocratoxina A se
concluird como muy tarde a finales de 2004. Cuando se
disponga de los resultados completos de la investigacion,
la Comision pedird a la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) que actualice el dictamen cientifico
del Comité cientifico de la alimentacién humana en fun-
cién de los nuevos resultados.

En el marco de la Directiva 93/5/CEE del Consejo, de 25
de febrero de 1993, relativa a la asistencia a la Comisién
por parte de los Estados miembros y a su cooperacion en

(') DO L 37 de 13.2.1993, p. 1. Reglamento modificado por el Regla-

(6)

@)

@)

©

materia de examen cientifico de las cuestiones relaciona-
das con productos alimenticios (), se ha evaluado la in-
gesta alimenticia de ocratoxina A por parte de la pobla-
cion de la Comunidad. Los cereales y los productos a
base de cereales son los que mds contribuyen a la expo-
sicion a la ocratoxina A. El vino, el café y la cerveza
contribuyen  significativamente a dicha exposicién. Las
uvas pasas y el zumo de uva contribuyen de manera
importante a la exposicion de determinados grupos vul-
nerables de consumidores, por ejemplo los nifios.

El Reglamento (CE) n® 466/2001 ha fijado el contenido
maximo de ocratoxina A para los cereales, los productos
a base de cereales y las uvas pasas. El contenido de
ocratoxina A en la cerveza estd indirectamente contro-
lado, ya que en este producto la ocratoxina A tiene su
origen en la presencia de esta micotoxina en la malta,
para la que se ha establecido un limite méximo. En con-
secuencia, no es urgente establecer un limite maximo de
ocratoxina A en la cerveza para proteger la salud publica,
pero deberd considerarse en el contexto de la revision
prevista.

En vista de la contribucion significativa del vino y el café
tostado, asi como del café soluble, a la exposicion hu-
mana a la ocratoxina A, y la del zumo de uva a la
exposicion de los nifos a esta micotoxina, procede fijar,
ya en esta fase, limites mdximos para estos productos a
fin de proteger la salud publica evitando la distribucion
de productos alimenticios con niveles de contaminacién
inaceptablemente altos.

También se ha constatado la presencia de ocratoxina A
en las uvas pasas, el cacao y los productos del cacao, las
especias y el regaliz. La conveniencia de fijar un conte-
nido madximo de ocratoxina A en estos productos ali-
menticios, incluido el café verde, asi como la revision
de los niveles maximos actuales se estudiarin cuando
se disponga de la evaluacion de la EFSA sobre los resul-
tados de la investigacion relativa a la toxicologia de la
ocratoxina A.

Debe modificarse por lo tanto el Reglamento (CE) n°
466/2001 en consecuencia.

Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajus-
tan al dictamen del Comité permanente de la cadena

mento (CE) n® 1882/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo
(DO L 284 de 31.10.2003, p. 1).

() DO L 77 de 16.3.2001, p. 1. Reglamento cuya tltima modificacién
la constituye el Reglamento (CE) n° 6842004 (DO L 106 de
15.4.2004, p. 6).

alimentaria y de sanidad animal.

() DO L 52 de 4.3.1993, p. 18. Directiva modificada por el Regla-
mento (CE) n® 1882/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo.
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HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1
El Reglamento (CE) n® 466/2001 quedard modificado como

sigue:

1) La letra b) del apartado 2 del articulo 4, «y 2.2.2» se susti-
tuird por «2.2.2, 2.2.3, 2.2.4 y 2.2.5

I

El apartado 2bis del articulo 5, se sustituird por el texto
siguiente:

«2. bis.  Sobre la base de una determinacién del riesgo
actualizada de la ocratoxina A efectuada por la EFSA y
teniendo en cuenta las medidas preventivas aplicadas para
reducir el contenido de ocratoxina A, la Comision revisard lo
dispuesto en el punto 2.2 de la seccién 2 del anexo [ para el
30 de junio de 2006 a més tardar. Dicha revisién se referird
en particular al contenido mdximo de ocratoxina A de las
uvas pasas y el zumo de uva y considerard el establecimiento
de un limite mdximo de esta micotoxina en el café verde, los
frutos secos distintos de las uvas pasas, la cerveza, el cacao y
los productos del cacao, los vinos de licor, la carne y los
productos cdrnicos, las especias y el regaliz.

A tal fin, los Estados miembros y las partes interesadas
deberdn comunicar cada afio a la Comision los resultados
de las investigaciones realizadas y los avances registrados en
la aplicacion de medidas preventivas para evitar la contami-
nacién por ocratoxina A. La Comision difundird estos resul-
tados entre los Estados miembros.».

&

El anexo I quedard modificado de conformidad con el anexo
del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el vigésimo dia si-
guiente al de su publicacién en el Diario Oficial de la Unidn
Europea.

Se aplicard a partir del 1 de abril de 2005.

El presente Reglamento no se aplicard a los productos comer-
cializados antes del 1 de abril de 2005 de conformidad con las
disposiciones aplicables. La carga de la prueba relativa a cuindo
se han comercializado los productos recaerd sobre el operador
economico de la empresa alimentaria.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, 26 de enero de 2005.

Por la Comision
Markos KYPRIANOU
Miembro de la Comision
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ANEXO
En el anexo I, seccién 2 (Micotoxinas), el punto 2.2 (Ocratoxina A) se sustituird por el texto siguiente:
QEAORHLA Método de toma de Método de andlisis de
Productos contenido g A
P muestras refert:ncla
méximo

«2.2.  OCRATOXINA A

2.2.1.  Cereales (incluido el arroz y el alforfon) y productos derivados de los
mismos

2.2.1.1. Cereales en grano sin transformar (incluido el arroz sin transformar y el 5,0 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002/26/CE
alforfon) de la Comision ()

2.2.1.2. Productos derivados de los cereales (incluidos los productos transforma- 3,0 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002(26/CE
dos a base de cereales y los cereales en grano destinados al consumo
humano directo)

2.2.2. Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras variedades de pasas) 10,0 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002(26/CE

2.2.3. — Café tostado en grano y café tostado molido, con excepcion del café 5.0 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002/26/CE

soluble
— Café soluble (café instantdnco) 10,0

2.2.4.  — Vino (tinto, blanco y rosado) (") y otras bebidas a base de vino yfo 2.00™ Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002/26/CE

mosto de uva (")

2.2.5. — Zumo de uva, ingredientes de zumo de uva en otras bebidas, in- 2,0(™) Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002/26/CE

cluido ¢l néctar de fruta y el zumo de uva concentrado reconsti-
tuido (™)

— Mosto de uva y mosto de uva concentrado reconstituido, destinados 2,0(™) Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002(26/CE
al consumo humano directo ()

2.2.6. Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para 0,50 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002/26/CE
lactantes y nifios de corta edad (")

2.2.7.  Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales (") dirigi- 0,50 Directiva 2002/26/CE | Directiva 2002(26/CE
dos especificamente a los lactantes

2.2.8. Café verde, frutos secos distintos de las uvas pasas, cerveza, cacao y —_
productos del cacao, vinos de licor, productos cdrnicos, especias y re-
galiz

* DO L 75 de 16.3.2002, p. 38. Directiva cuya dltima modificacion la constituye la Directiva 2004/43/CE (DO L 113 de 20.4.2004, p. 14).

) Vinos, incluidos los vinos espumosos, pero excluidos los vinos de licor y los vinos con un grado alcohdlico volumétrico no inferior al 15% vol,, tal como se
definen en el Reglamento (CE) n® 1493/1999 (DO L 179 de 14.7.1999, p. 1), y los vinos de fruta.

=% Vinos aromatizados, bebidas aromatizadas a base de vino y cocteles aromatizados de productos vitivinicolas, tal como se definen en el Reglamento (CEE)
n® 1601/91 del Consejo (DO L 149 de 14.6.1991, p. 1). El contenido maximo de ocratoxina A aplicable a estas bebidas estd en funcion de la proporcion de
vino yfo mosto de uva presente en el producto acabado.

&) El contenido mdximo se aplica a los productos procedentes de la cosecha de 2005 en adelante.

(*****)  Zumos de frutas, incluidos los zumos de frutas a base de concentrado, los zumos de frutas concentrados y el néctar de frutas, tal como se definen en los anexos 1 y
2 de la Directiva 2001/112CE del Conscjo, de 20 de diciembre de 2001, relativa a los zumos de frutas y otros productos similares destinados a la alimentacién
humana (DO L 10 de 12.1.2002, p. 58), y los productos derivados de la uva.

(=% Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad, tal como se definen en el articulo 1 de la Directiva 96/5/CE de
la Comision, de 16 de febrero de 1996, relativa a los alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad (DO L 49
de 28.2.1996, p. 17). Directiva cuya tltima modificacion la constituye la Directiva 2003/13/CE (DO L 41 de 14.2.2003, p. 33).

El contenido médximo relativo a los alimentos elaborados a base de cereales y los alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad se refiere a la materia seca,
que se determina con arreglo a lo dispuesto en la Directiva 2002/26/CE.

(==e+x%) - Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales, tal como se definen en el apartado 2 del articulo 1 de la Directiva 1999/21/CE de la Comision, de 25 de

marzo de 1999, sobre alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales (DO L 91 de 7.4.1999, p. 29).

El contenido médximo relativo a los alimentos dietéticos para usos médicos especiales dirigidos especificamente a los lactantes se refiere:

en el caso de la leche y los productos licteos, a los productos listos para el consumo (comercializados como tales o reconstituidos de acuerdo con las
instrucciones del fabricante),

en el caso de los productos distintos de la leche y los productos licteos, a la materia seca, que se determina con arreglo a lo dispuesto en la Directiva
2002/26/CE.».




ANEXO N°7
CLASIFICACION DE LOS CARCINOGENOS o)



Seccion traducida del Preambulo de las monografias de la IARC

El agente es cancerigeno paralos humanos (Grupo 1)

Esta categoria se aplica siempre que haya evidencia suficiente de

carcinogenicidad en humanos.

Ademas, esta categoria puede aplicarse cuando existen pruebas contundentes
(en humanos expuestos) de que el agente exhibe caracteristicas clave de
carcinégenos y evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales de

experimentacion.

El agente es probablemente cancerigeno paralos humanos (Grupo 2A)

Esta categoria generalmente se aplica cuando se han realizado al menos dos de
las siguientes evaluaciones, incluida al menos una que involucra humanos o

células o tejidos humanos expuestos:

- Evidencia limitada de carcinogenicidad en humanos,
- Evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales de experimentacion.
- Fuerte evidencia de que el agente exhibe caracteristicas clave de

carcin6genos.

Si hay evidencia inadecuada con respecto a la carcinogenicidad en humanos,
debe haber una fuerte evidencia en células o tejidos humanos de que el agente
exhibe caracteristicas clave de carcindgenos.

Si hay evidencia limitada de carcinogenicidad en humanos, entonces la segunda

evaluacion individual puede ser de sistemas experimentales (es decir, evidencia



suficiente de carcinogenicidad en animales experimentales o evidencia fuerte en
sistemas experimentales de que el agente exhibe caracteristicas clave de

carcin0genos).

Se aplican consideraciones adicionales cuando existe una fuerte evidencia de
gue el mecanismo de carcinogenicidad en animales experimentales no opera en
humanos para uno o mas sitios tumorales. Especificamente, los sitios tumorales
restantes aun deben respaldar una evaluacion de evidencia suficiente en
animales experimentales para que esta evaluacion se pueda utilizar para apoyar

una clasificacién general en el Grupo 2A.

Por separado, esta categoria generalmente se aplica si existe una fuerte
evidencia de que el agente pertenece, en base a consideraciones mecanicistas,
a una clase de agentes para los cuales uno o mas miembros han sido clasificados

en el Grupo 1 o Grupo 2A.

El agente es posiblemente cancerigeno paralos humanos (Grupo 2B)

Esta categoria generalmente se aplica cuando se ha realizado solo una de las

siguientes evaluaciones:

- Evidencia limitada de carcinogenicidad en humanos,
- Evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales de experimentacion.
- Fuerte evidencia de que el agente exhibe caracteristicas clave de

carcindégenos.

Debido a que esta categoria se puede basar en la evidencia de estudios en
animales de experimentacion solos, no es necesario que la fuerte evidencia

mecanicista esté en humanos expuestos o en ceélulas o tejidos humanos. Esta



categoria puede basarse en pruebas sélidas en sistemas experimentales de que
el agente exhibe caracteristicas clave de carcinégenos. Al igual que con el Grupo
2A, se aplican consideraciones adicionales cuando existe una fuerte evidencia
de que el mecanismo de carcinogenicidad en animales experimentales no opera
en humanos para uno o mas sitios tumorales. Especificamente, los sitios
tumorales restantes aun deberian respaldar una evaluaciéon de evidencia
suficiente en animales experimentales para que esta evaluacion se pueda utilizar

para respaldar una clasificacion general en el Grupo 2B.

El agente no es clasificable en cuanto a su carcinogenicidad para los
humanos (Grupo 3)

Los agentes gue no pertenecen a ningln otro grupo generalmente se colocan en

esta categoria.

Esto incluye el caso cuando existe una fuerte evidencia de que el mecanismo de
carcinogenicidad en animales experimentales no opera en humanos para uno o
mas sitios tumorales en animales experimentales, los sitios tumorales restantes
no respaldan una evaluacién de evidencia suficiente en animales experimentales,
y otros. Las categorias no estan respaldadas por datos de estudios en humanos

y estudios mecanicistas.

Una evaluacién en el Grupo 3 no es una determinacién de no carcinogenicidad o
seguridad general. A menudo significa que el agente tiene un potencial
carcinogénico desconocido y que existen importantes lagunas en la
investigacion. Si la evidencia sugiere que el agente no exhibe actividad
carcinogénica, ya sea por evidencia que sugiere falta de carcinogenicidad tanto
en humanos como en animales experimentales, o por evidencia que sugiere falta

de carcinogenicidad en animales experimentales complementada por una fuerte



evidencia mecanicista negativa en ensayos relevantes para el cancer humano,
entonces se puede agregar una oracion a la evaluacién para caracterizar al

agente como bien estudiado y sin evidencia de actividad cancerigena.

Tabla N° 11. Clasificacion de carcinégenos de acuerdo a la IARC.

Evidencias de | Evidencias de cancer _ .
) _ Evidencia del .
cancer en en animales de ) Evaluacion
_ y mecanismo
humanos experimentacion
Suficiente Carcinogénico
Suficiente (Grupo 1A)
Limitada Suficiente
Limitada Alta
] Probablemente
o Alta (Células ) o
Suficiente B carcinogenico
humanas o tejidos)
(Grupo 2A)
Alta (clase
mecanista)
Limitada _
- Posiblemente
Suficiente ' o
_ carcinogénico
Alta (sistemas
_ (Grupo 2B)
experimentales)
- Alta (no opera en
Suficiente N
humanos) No clasificable

Otras situaciones no listadas (Grupo 3)




