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RESUMEN

Los principales géneros de hongos de gran importancia asociados a la produccién de
Ocratoxina “A” (OTA) son Aspergillus y Penicillium. La Ocratoxina “A” es un metabolito secundario
con propiedades neurotdxicas, inmunotdxicas, genotoxicas y teratogénicas sobre animales, y
ademas ha sido clasificada por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer como un posible
cancerigeno en humanos (del grupo 2B). En Ecuador no existe una normativa de regulacion para
Ocratoxina “A” ni un programa sistematico de vigilancia y monitoreo en cacao. En este trabajo se
realizé la evaluaciéon de los niveles de Ocratoxina “A” por HPLC vy la caracterizacién de los hongos
que presentaron niveles de Ocratoxina “A” en las almendras de cacao. Para esto, se tomaron 42
muestras de las provincias de Esmeraldas, Los Rios, Manabi, Guayas, El Oro y Santo Domingo. Al
finalizar el estudio se determind que en un 86% de las muestras analizadas no se encontrd
contaminacién por OTA, mientras que en el 14% restante, presentaron bajas concentraciones de
Ocratoxina “A”, con valores inferiores a los limites establecidos en las normativas internacionales que
corresponden a 10 pg*Kg'1. Ademas en las muestras que fueron positivas en el analisis por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), se determind la presencia de hongos de los
géneros: Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Moniliophthora, Epicoccum y Alternaria. Por lo que se
garantiza la calidad e inocuidad del cacao de produccién nacional.

PALABRAS CLAVE: Ocratoxina “A” (OTA), Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC),
caracterizacion de los hongos.

ABSTRACT

Main fungi genera of great importance associated with ochratoxin A (OTA) production are
Aspergillus and Penicillium. Ochratoxin A is a secondary metabolite with neurotoxic, immunotoxic,
genotoxic and teratogenic properties on animals, and has also been classified by the International
Agency for Research on Cancer as possibly carcinogenic to humans (Group 2B). In Ecuador, there
are no regulatory rules concerning ochratoxin A, nor a surveillance and monitoring systematic
program of cocoa. In this work, an evaluation of ochratoxin A levels by HPLC and characterization of
fungi that presented ochratoxin A levels in cocoa beans were carried out. To do this, 42 samples were
taken from the following provinces: Esmeraldas, Los Rios, Manabi, Guayas, El Oro and Santo
Domingo. When the study ended, it was determined that 86% of the analyzed samples were not
contaminated by OTA, whereas the remaining 14% had low ochratoxin A concentrations, with values
below the limits set by international standards, corresponding to 10 pg*Kg'1. Besides, samples that
tested positive in the analysis by High-performance liquid chromatography (HPLC), it was determined
that fungi of the genera Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Moniliophthora, Epicoccum and Alternaria
were present. Thus, quality and harmlessness of the national cocoa production are guaranteed.

KEY WORDS: ochratoxin A (OTA), High-performance liquid chromatography (HPLC), characterization
of fungi.



INTRODUCCION

Los contaminantes
microbiolégicos y quimicos
representan un riesgo concreto para la
salud. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha caracterizado tres
tipos fundamentales de contaminantes
en los alimentos: las micotoxinas,
ficotoxinas y toxinas vegetales; que
provocan enfermedades trasmitidas
por los alimentos (OMS, 2002). De
éstas, las micotoxinas son las que
provocan mayores dafos a nivel
economico y de salud, por lo que han
merecido tanta atencion hasta ahora.
En varios paises representan un tema
de vital importancia relacionado con la
inocuidad de los alimentos (FAO,
2004). Las condiciones de produccion,
almacenamiento, transporte y
distribucion desempefian un papel
muy importante en el crecimiento y
proliferacion de los hongos
productores de micotoxinas.

De acuerdo con la Organizacion
de Agricultura y Alimentos de las
Naciones Unidas (FAO, 1996), hasta
un 25% de las cosechas de alimentos
a nivel mundial estan contaminadas
con algun tipo de toxina de origen
fungico. Aunque resulta dificil de
cuantificar, las pérdidas econdmicas
causadas por las  micotoxinas
representan una carga enorme tanto a
nivel de salud publica como de
productividad animal. Es por eso que
el aseguramiento de la inocuidad de
los alimentos se ha constituido en los
ultimos afios en una meta importante
de accion internacional y nacional
(FAO, 2004).

El estudio de las micotoxinas es
muy importante debido a su alto nivel
de toxicidad y por las crecientes
demandas legislativas sobre el
contenido de micotoxinas de los
diferentes productos (Anklam et al.,

2002, citado por Bunaciu, 2010); sin
embargo, en el Ecuador no existen
parametros de control dentro de la
norma INEN para ningun tipo de
producto susceptible a contaminacion,
ni investigaciones referentes a la
incidencia de ocratoxina “A” en los
productos de consumo humano. En
consecuencia, la presencia de
micotoxinas  constituye un  serio
problema para la salud debido a su
elevada toxicidad y a sus efectos
nocivos y/o cancerigenos.

Estudios sobre micotoxinas
tienen gran transcendencia a nivel
mundial, debido a los dafios que éstas
causan a la salud de la poblacion, asi
como las pérdidas economicas
ocasionadas por los alimentos
contaminados. Investigaciones en todo
el mundo indican que las pérdidas de
alimentos a causa de las micotoxinas
rodean los 1000 millones de toneladas
al afo, la contaminacion de aquellos
productos susceptibles, ocurre como
resultado de las condiciones medio
ambientales en el campo, asi como
también por las condiciones
inadecuadas en que son realizadas las
operaciones de cosecha,
almacenamiento y procesamiento del
producto (FAO, 2011).

MATERIALES Y METODOS

Protocolo de Muestreo

El muestreo se realizé6 en diferentes
provincias del pais, donde se
comercializa cacao: Esmeraldas, Los
Rios, Manabi, Guayas, El Oro y Santo
Domingo de los Tsachilas, en las que
se tomaran 7 muestras de 300 gramos
en cada provincia. EI muestreo fue
aleatorio para garantizar que cada uno
de los elementos de la poblacion
tenga la misma oportunidad de ser
incluidos en la muestra. Se



recolectaron 42 muestras de 300 g
para que el estudio sea
estadisticamente significativo y se
analizaron por duplicado, con un total
de 84 ensayos experimentales.

Protocolo de Curva de Calibracion

Para la preparaciéon de la curva
de calibracibn se parti6 de una
solucion stock de 102 ng*mL™' de
Ocratoxina “A” en acetonitrilo, la cual
se mantuvo almacenada en
congelacion.

En base a esta soluciéon stock
se pipetearon los volumenes listados
en la tabla 2.2, en balones aforados de
10 mL. Cada balon fue aforado con
fase  movil acetonitrilo-agua-acido
trifluoroacético (TFA) (40:59.7:0.3,
v/vilv). Estas soluciones se debieron
preparar cada vez que se realice una
curva de calibracion.

Protocolo de Extraccion, Purificacion y
Cuantificacion

Método de Extraccion

Para la extraccién se molieron
las almendras de cacao, obteniendo
particulas de tamafio pequefo, lo que
permiti® una mayor superficie de
contacto entre el material molido y el
solvente. La muestra de almendras de
cacao mas acido ascorbico, fueron
extraidos con Metanol - Agua.
Posteriormente al extracto metandlico
se le ajusté a un pH adecuado y una
cierta cantidad fue retirada vy
evaporada a sequedad por corriente
de nitrogeno vy ulteriormente se
redisolvié.

Método de Purificacion

Se colocaron las columnas de
Fase — Reversa: Varian - Bond Elut

C18, 500mg de 3 mL en el Manifold,
se las pretratd y posteriormente se
cargaron las muestras, las cuales
fueron lavadas y eluidas.

Meétodo de Cuantificacion

El equipo de HPLC que fue
usado en esta investigacidon es un
Ultimate 3000 x2 Dual Analytical LC
System de Dionex, con un detector de
fluorescencia modelo FLD-3400RS
con una longitud de onda de
excitacion de 330nm y una longitud de
onda de emision de 460nm. La
columna del equipo fue una Dionex
Acclaim 120; C1g, 5um; 120A, 4.6x150
mm con una fase mévil de acetonitrilo
- agua- acido trifluoroacético (TFA)
(40:59.7:0.3, v/vlv). Ulteriormente se
inyectd 50 uL de cada muestra en el
equipo HPLC a una velocidad de flujo
de 1.5 mL/min y se cuantificé la
concentracion de la ocratoxina “A’
comparando la area del pico o
cantidad con la curva de calibracién
del estandar en el software del equipo
CHROMELEON.

Caracterizacion de hongos presentes
en almendras de cacao

Las muestras que fueron
utilizadas para la caracterizacion, son
las que presentaron niveles de
Ocratoxina “A” positivos en cantidades
menores a 10 pg.Kg'1 y de una
muestra negativa (Blanco).

A las muestras se las
homogeniz6 para la seleccidon de
submuestras al azar, posteriormente
se sembraron diez submuestras por
caja Petri que contenian PDA (Potato
Dextrosa Agar) y cloranfenicol, en un
pH de 5.5. El proceso de siembra se
realizé de acuerdo a la metodologia
propuesta por Agrios (2005) vy
ulteriormente la incubacion se llevd a



cabo a 25°C por cuatro semanas, en
una incubadora Memmert.

Una vez transcurrida wuna
semana, se realiz6 la purificacién
mediante el traslado de las colonias a
tubos de ensayo que contenian PDA.
Los tubos fueron colocados en
incubacién a 25°C. Una vez que los
hongos manifestaron  crecimiento
pleno, éstos fueron cubiertos con
aceite de vaselina esterilizado para su
conservacion, conforme manifiestan
French & Herbert (1982).

Los hongos fueron clasificados
de acuerdo a sus caracteristicas,
elaborando tablas con informacion de
cada uno de los aislamientos con la
ayuda de montajes de placas con
Lactofenol, en una cabina de
seguridad ThermoForma. Y se
realizaron observaciones para
identificar su taxonomia.

Todas las estructuras
encontradas  fueron  fotografiadas
empleando el objetivo de 40X con un
microcoscopio  Binocular Olympus,
para realizar la identificacion
taxonébmica a nivel de género, se
utilizo la clave taxonoémica formulada
por Barnett & Hunter (2003).

RESULTADOS

Los resultados de esta
investigacion se dividieron en dos
partes: la primera fue la evaluaciéon de
los niveles de Ocratoxina “A” por
HPLC vy la segunda parte, Ila
caracterizacion de los hongos,
presentes en almendras de cacao.

El muestreo de cacao se realizd
en varias provincias del pais, segun la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN
177:95, que establece el
procedimiento para la toma de
muestras del cacao en grano.

En el grafico 1 se observa que
en las muestras de cacao procedentes
de las provincias de Santo Domingo
de los Tsachilas y Manabi, no se
establecio la presencia de Ocratoxina
“A”; en contraste, en las provincias de
Esmeraldas, ElI Oro, Los Rios vy
Guayas, si se determiné la presencia
de OTA; sin embargo no existio
diferencia estadistica, debido a que las
concentraciones de Ocratoxina “A” no
difirieron significativamente entre si.
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Grafico 1: Grafico de puntos para las concentraciones de Ocratoxina “A” en pg*Kg'1 por provincias (Toaza,
2012).
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que las concentraciones de Ocratoxina
“‘A” obtenidas en el analisis de las
muestras correspondieron a valores
que se ubicaron por debajo de los
sefialados en la normativa para cacao,
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Esta realidad obliga a que se tenga un Grafico 2: Carta de control para las

plan de control, para que se atenue el concentraciones de OTA comparadas con el
incremento en la concentracidon de limite permisible del Co6dex Alimentario
Ocratoxina “A”, en las almendras de (Toaza, 2012).

cacao.
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Grafico 3: Carta de control para las

concentraciones de OTA segun los limites
caracteristicos de la poblacién (Toaza, 2012).

Del anélisis de la tabla 1 y del
grafico 4, se concluye que los datos
obtenidos presentaron, en la primera
categoria, una alta frecuencia
correspondiente al 86% del total de
muestras, que no acusaban
contaminacion de OTA. En las demas
clases (2 — 6) se determin6 que en el
14% de las observaciones, si existid
contaminacion por OTA; sin embargo,
los niveles que se presentaron en la
investigaciéon fueron menores a la
normativa. Por lo que se deduce que
el 100% de las muestras cumple con
la norma establecida por el Cddex
Alimentario, en lo referente a los
niveles de Ocratoxina “A”, permitidos
en grano de cacao.

Tabla 1: Frecuencias de niveles de
concentraciéon de OTA (Toaza, 2012).

Variable Clase LI LS MC FA FR
Concentracién OTA 1 0.00 0.92 0.46 72 0.86
Concentracién OTA 2 0.92 1.84 1.38 1 0.01
Concentracién OTA 3 1.84 2.77 231 5 0.06
Concentracién OTA 4 2.77 3.69 3.23 2 0.02
Concentracion OTA 5 3.69 4.61 4.15 1 0.01
Concentracion OTA 6 4.61 5.53 5.07 3 0.04

Frecuencias totales da contaminacion por niveles
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Grafico 4: Frecuencias relativas para las

concentraciones de Ocratoxina “A” en las

muestras de almendras de cacao (Toaza,

2012).

También se realiz6 la Prueba de t para
una media con un nivel de
significancia de 0,05.

Se tomaron en cuenta las siguientes
hipétesis:

a) Hipotesis nula: La
concentracion de Ocratoxina
“‘A” presente en almendras de
cacao es mayor o igual que el
limite permisible por el Codex
Alimentario Internacional,
estableciendo Brasil un nivel
maximo para la OTA en las
1semillas de cacao de 10 ug*Kg

b) Hipotesis alterna: La
concentracion de Ocratoxina
“‘A” presente en almendras de
cacao es menor que el limite
permisible por el Cbdex
Alimentario Internacional,
estableciendo Brasil un nivel



maximo para la OTA en las porcentajes de ocurrencia
semillas de cacao de 10 ug*Kg correspondientes. Como se puede
! notar, el hongo que manifesté una

mayor prevalencia fue Mucor, seguido

por Cladosporium, Epicoccum,

En tabla 2 se consigna el valor Aspergillus, Moniliophthora y
de t igual a 68,02 y con una p < Alternaria. En las provincias de
0,0001 este valor de significancia es Esmeraldas, ElI Oro, Los Rios vy
menor que 0,05, por lo que se rechaza Guayas fue donde se encontr6 mayor
la hipbtesis nula y se acepta la alterna, presencia de Mucor.
afirmando que las concentraciones de
Ocratoxina “A” fueron menores que el
limite permisible establecido por el
Codex Alimentario Internacional. ‘

Frecuencia de Hongos
1
Tabla 2: Prueba de t para una media, en base
a los niveles de concentracion de OTA |
(Toaza, 2012).
Valor de la media bajo la hipétesis nula : 10 g
&
Variable n Media DE LS(95) T p(Unilateral 1)
Concentracion 84 0,48 1,28 0,71 -68,02 <0,0001 I
I ] ]

Aspergilus  Cladosporium Mucor Moniliophthora  Epicoccum Altemaria

Hangos

B Frecuencia 1 Blanco B Frecuencia-2Esmeraldas [ Frecuencia-3Fsmeraldes [ Frecuencia4Los Rios
[ Frecuencia-5:El Oro [ Frecuencia-6:El Oro B Frecuencia-TGuayas

Resultado de la caracterizacién de

los hongos.

Para los analisis micolégicos se Grafico 5: Distribucion de hongos presentes
realizé cinco repeticiones de cada en almendras de cacao, de muestras
muestra, de aquellas que presentaron procedentes de las provincias (Toaza, 2012).

niveles de Ocratoxina “A” inferiores a
la normativa establecida, mediante el
analisis realizado por HPLC, y de una
muestra que no presentd Ocratoxina
“A” (Blanco).

En las figuras 5, 6 y 7 se
observa la distribucién de hongos que
afectan a las almendras de cacao
muestradas en cada provincia y sus
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Grafico 6: Distribucion porcentual de hongos aislados de almendras de cacao presentes en
muestras obtenidas de cada provincia (Toaza, 2012).
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Grafico 7: Grafico de Sectores en base a

la incidencia de hongos, identificados en

almendras de cacao, muestreadas en diversas provincias (Toaza, 2012).

Con los datos obtenidos en los
graficos anteriores, se comprueba en
la tabla 3 que Mucor fue el hongo mas
frecuente, por lo tanto tiene un
comportamiento distinto a los demas
hongos que estuvieron en una

proporcion menor. En la prueba de

Se tomé en cuenta las siguientes hipotesis:

Kruskal Wallis se obtuvd un valor de
p<0.0001 por lo que se aceptd la
hipétesis alterna, la que indica que al
menos alguno de los hongos tuvo un
comportamiento diferente con los
demas hongos que fueron

identificados.

a) Hipotesis nula: Los hongos presentes en la investigacion se encuentran en

igual proporcion.

b) Hipotesis alterna: Por lo menos uno de los hongos no se encuentra en igual

proporcion.



Tabla 3: Prueba de Kruskal Wallis, para el analisis comparativo de hongos presentes en las

muestras de cacao (Toaza, 2012).

Variable Hongo N | Medias | D.E. | Medianas H p
conteo Alternaria 35| 0.03 |0.17 0.00 32.98 | <0.0001
conteo Aspergillus 35| 0.11 0.53 0.00
conteo Cladosporium | 35| 0.74 | 2.12 0.00
conteo Epicoccum 35 0.14 0.85 0.00
conteo | Moniliophthora | 35 | 0.06 | 0.34 0.00
conteo Mucor 35 6.29 4.90 10.00
Trat. Ranks
Alternaria 92.09 A
Moniliophthora 92.14 A
Epicoccum 92.24 A
Aspergillus 94.76 A
Cladosporium 103.13 A
Mucor 158.64 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<=0,05)

DISCUSION

El cacao es el producto
ecuatoriano de exportacion tradicional
con mayor historia en la economia del
pais, e involucra a cerca de 100.000
familias. Su importancia en Ila
economia radica en que el cacao, en
el 2010, fue el quinto producto mas
exportado por el Ecuador, dentro de
las exportaciones no petroleras,
después del banano, pescados vy
crustaceos, preparaciones de carne y
flores (PRO ECUADOR, 2011).

Los paises importadores
demandan controles permanentes y
estrictos que cada vez son mas
exigentes en cuanto a la seguridad y
la inocuidad de los alimentos, como el

cacao, que se puede ver afectado por
contaminantes como la Ocratoxina “A”,

que es considerada cancerigena
(INIAP, 2012).
Al no disponer de datos

relacionados con la incidencia de este
contaminante natural, producida por
hongos presentes en almendras de
cacao, se propuso esta investigacion
que se ejecutd con apoyo de la
Agencia Ecuatoriana del
Aseguramiento de la Calidad del Agro
(AGROCALIDAD), la Carrera de
Ingenieria en Ciencias Agropecuarias

y la Carrera de Ingenieria en
Biotecnologia.
Esta investigacion  permitié

determinar la existencia de Ocratoxina
“‘A” y establecer si los niveles de
Ocratoxina “A” presentes en las



almendras de cacao, se sujetaban o
no a los limites permisibles. Las
muestras analizadas fueron de las
provincias de Esmeraldas, Los Rios,
Manabi, Guayas, ElI Oro y Santo
Domingo de los Tsachilas.

De acuerdo a los resultados
obtenidos, en un 14% del total de
muestras de almendras de cacao
analizadas se presentaron bajas
concentraciones de Ocratoxina “A”,
cuyos valores oscilaron entre: [1.66
ug*Kg™: 5.53 ug*Kg'], de estos datos
se deduce que algunas muestras
exhibieron contaminacién con
Ocratoxina “A”; pero, en niveles
inferiores a los limites sefalados en
las normativas internacionales que son
de 10 pg*Kg'1, comprobandose esta
aseveracion con la prueba de t al
aceptar la hipétesis alterna formulada
(ANVISA CP100/2009, citado por
CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION. 2008). En un 86% de
las muestras analizadas no se
encontré contaminacién por OTA.

Sin  embargo, se encontrd
presencia de esta micotoxina, la
exposicion de los consumidores a esta
sustancia es inferior a la considerada
segura, pero es necesario continuar
investigando y desarrollar también un
programa de control, que sirva de
instrumento para recopilar datos mas
especificos sobre metabolitos
secundarios que proponen Herrera—
Estrella & Carsolio (1998).

En el grafico de control 3, se
obtuvé como resultado diferencias de
comportamiento en la poblacién, por lo
que se deberia tener una inspeccién
adecuada de OTA, para que no exista
un incremento de esta micotoxina,
esto se lograria implementando
buenas practicas de precosecha vy
poscosecha con programas de analisis
de peligros y de puntos criticos de

control, que son eficaces en la
prevencion de micotoxinas conforme
establece ELIKA (2007).

El cacao es una planta con su
producto comercial susceptible al
ataque de microorganismos antes y
después de la cosecha y durante su
almacenamiento; tal es el caso de los
hongos contaminantes, los cuales
pueden provocar grandes pérdidas en
la produccion (CATIE, 2007; Herrera—
Estrella & Carsolio, 1998). Al respecto,
se conoce que Moniliophthora
ocasiona serios problemas
fitosanitarios que produce perdidas en
la produccion; este hongo fue
detectado en las almendras (Oleas,
2012). Por otra parte, este tipo de
microorganismos son capaces de
producir sustancias, como resultado
de su metabolismo secundario, como
las micotoxinas, que se distribuyen
con facilidad en el substrato y pueden
llegar a ser perjudiciales, aun cuando
se encuentran en concentraciones
muy bajas, poniendo en entredicho su
inocuidad, ya que un 25 % de las
cosechas de alimentos a nivel mundial
estan contaminadas con algun tipo de
micotoxinas, lo cual representa un
fuerte riesgo para la salud de la
poblacion de paises importadores de
alimentos que no controlan estos
contaminantes (FAO, 2001).

Al ser el cacao un fruto de
consumo local e internacional, se debe
brindar al mercado un producto de
calidad, que cumpla con todos los
parametros para su consumo (INIAP,
2012); cabalmente, este fue el
propésito de la investigacion, al
generar informacion sobre los niveles
de OTA, presente en almendras de
cacao destinados para ambos frentes
de consumo.

En Ecuador se carece de
conocimientos previos que permitan la



detecciobn oportuna de sustancias
toxicas  producidas por hongos
contaminantes que atacan a cereales,
granos, frutas y hortalizas, lo cual
representa un posible riesgo para la
salud del consumidor (Lagunes &
Trigos, 2006). A pesar de haber
aumentado el numero de
investigaciones relacionadas con la
produccion de metabolitos
secundarios a partir de hongos
contaminantes, actualmente la falta de
informacion adecuada y que la
normativa para ciertas matrices es
limitada, en contraste con paises que
si controlan de manera integral la
calidad, fitosanidad y seguridad
alimentaria de los productos (Espinoza
& Ramirez, 2007), por lo que es
necesario, que nuestro pais cuente
con mas equipos de trabajo capaces
de estudiar estas sustancias y de
marcar limites permisibles, tanto de
micotoxinas como de otras sustancias
en los diferentes grupos de alimentos
y, con ello, establecer la normatividad
correspondiente, de manera que se
lleven a la practica mejores controles
en materia de seguridad alimentaria,
tal como se hace en paises de Europa
y Estados Unidos (Espinoza &
Ramirez, 2007).

En las muestras de cacao que
fueron analizadas en la investigacion,
se encontr6 presencia de hongos tales
como: Aspergillus, Cladosporium,
Mucor, Moniliophthora, Epicoccum y
Alternaria, que se consideran hongos
prevalentes en condiciones de
almacenamiento; sin embargo
Moniliophthora es reconocido como
fitopatdbgeno clasico, mismo que
puede ser transportado, desde el
campo, en las almendras de cacao
(Oleas, 2012).

De los hongos citados, se
encuentran distribuidos de la siguiente
manera: 85,3% de Mucor, 10,1% de

Cladosporium, 1,9% de Epicoccum,
1,6% de Aspergillus, 0,8% de
Moniliophthora y 0,4% de Alternaria.
La variabilidad de wun desarrollo
fungico significativo, se debe a las
condiciones tropicales y subtropicales
que favorecen su proliferacion, la cual
puede presentarse en los productos
agricolas cuando estos aun estan en
el campo, después de la cosecha o
durante el almacenamiento (Frisvad &
Samson, 1992). La mayoria de los
hongos micotoxigénicos son
contaminantes habituales en
productos agricolas, ya que son
capaces de crecer en cultivos, hojas,
tallos, cereales, semillas, etc. (Betina
1984; Jarvis & Williams, 1987).

La micoflora encontrada en las
muestras analizadas, contienen dos
grupos de géneros ecologicamente
definidos como hongos de campo
(antes de la cosecha) y de
almacenamiento (Christensen &
Kaufmann, 1969). El primer grupo esta
constituido  fundamentalmente por:
Moniliophthora 'y el segundo por
Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum 'y Mucor. Bajo las
condiciones apropiadas, los hongos
proliferan, crecen colonias y los
niveles de micotoxinas aumentan.
Debido a que las condiciones para el
crecimiento fungico son diferentes en
el campo y en el almacenaje, pueden
existir diferentes poblaciones de
hongos, lo cual resulta en un céctel de
micotoxinas (Northolt & Van Egmond,
1982).

Los géneros Alternaria,
Cladosporium, Epicoccum, Aspergillus
y Mucor son conocidos por segregar
sustancias como consecuencia de su
metabolismo secundario y son
capaces de sintetizar micotoxinas
perjudiciales para la salud del hombre
y de los animales (Pietri et al, 2001).



En el caso de Moniliophthora es
un hongo que no produce micotoxinas
pero segun Northolt &Van Egmond,
(1982) senala que la presencia de
hongos en productos agricolas no
indica necesariamente una
contaminacién con micotoxinas pero si
es un factor de riesgo importante para
que ésta se produzca. Asi mismo, la
ausencia de crecimiento fungico
aparente no garantiza la ausencia de
estas toxinas. Adicionalmente se
puede afirmar, que existe Ila
probabilidad de contaminacién de las
almendras con este hongo a nivel de
campo, puesto que ocasiona la
moniliasis del cacao, pudiéndose
asumir que los agricultores pueden
utilizar almendras de frutos que
acusan un nivel bajo o medio de
infeccion (Oleas, 2012).

El género Mucor fue el mas
predominante en las muestras
analizadas. En investigaciones de
Ocratoxina “A”, también se ha
encontrado presencia de este hongo y
de igual manera del género
Cladosporium, como posibles
productores de OTA (Suarez-Quiroz et
al., 2004), sin embargo, se ha hecho
poca investigacion en lo que se refiere
a la aparicion de hongos
micotoxigénicos y a la identificacion de
especies para la evaluacion de
micotoxinas (Sanchez —Hérvas et al.,
2008).

La mayoria de hongos que
fueron identificados en el estudio
sintetizan micotoxinas, con excepcion
de Moniliophthora, pero no
descartando de estudios posteriores
que revelen lo contrario. Por la falta
de estudios moleculares en géneros y
especies de hongos, no se ha podido
determinar si todos estos hongos
caracterizados tienen la capacidad de
producir OTA (Mounjouenpou et al,
2008).

En estudios realizados indican
que los géneros fungicos que
producen la Ocratoxina “A” son
Aspergillus y Penicillium, sin embargo,
en el analisis micolégico se obtuvd
Aspergillus en la muestra blanco, que
no presentd ninguna concentraciéon en
el analisis efectuado por HPLC; al
respecto, Mounjouenpou, et al (2008),
afirman que existen especies del
género Aspergillus y Penicillium que
no sintetizan Ocratoxina “A”. En
analisis recientes aun se esta
investigando otras especies de estos
dos géneros que puedan producir OTA
(Mounjouenpou et al, 2008).

Otras investigaciones sefialan
que la incidencia de las especies del
género Aspergillus seccion Circumdati,
son considerados ocratoxigénicos de
muy baja actividad por lo tanto segun
Sanchez —Hérvas (2008) A. ochraceus
es probablemente una  fuente
relativamente poco importante de la
OTA en los productos de cacao y
segun Gonzalez (2010) sefiala que
aunque la proporcion de cepas de A.
ochraceus productoras de OTA se
estima en general elevada, Ilos
porcentajes varian segun los autores:
desde el 100% a porcentajes menores
del 10%.

Las especies de Penicillium
principales responsables de la
produccion de Ocratoxina “A” son P.
verrucosum, P. nordicum, P. citrinum
y P. chrysogenum (Lasram et al.,
2007; Mounjouenpou et al., 2008). Y
del género Aspergillus con un alto
porcentaje en produccion de OTA son
el A. niger y A. carbonarius (Lasram
et al., 2007; Mounjouenpou et al.,
2008); no obstante en esta
investigacion, no fue identificado
Penicillium, que es un hongo muy
comun en almacenamiento.



Los efectos de la OTA son
principalmente teratbgenos e
immunotéxicos, y su toxicidad se
centra especialmente en el rifidn (el
organo mas vulnerable a esta
micotoxina), tal y como confirman las
investigaciones realizadas hasta el
momento en animales, que han
vinculado su poder carcinogénico en la
aparicion de tumores renales. A pesar
de todo, los expertos admiten que no
existen datos que avalen una relacion
directa en humanos. La evaluacién
que ha realizado la Agencia
Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC), basada en datos de
estudios de animales, concluye que
esta toxina debe considerarse en la
clasificacion de riesgo 2B y definirse
como  posible carcinogeno en
humanos (Suarez-Quiroz et al, 2004).

La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacion (FAO, 2011) en su
analisis de peligros y puntos criticos
de control (HACCP: Hazard Analysis
Critical Control Point) para Ocratoxina
“‘A”, establece un método de gestidn
de la inocuidad de los alimentos
integrado y completo, que se utiliza
para realizar buenas practicas
agricolas (BPA), en el periodo anterior
a la recoleccion y de las buenas
practicas de fabricacion (BPF),
durante la elaboracion (secado,
almacenamiento) y distribucién de los
diferentes productos, con el objetivo
de disminuir el riesgo en la salud
humana y animal, por causa de
hongos ocratoxigénicos (FAO, 2011).

En el andlisis cromatografico lo
novedoso de la investigacion es que
se trabajo con cartuchos en Fase -
Reversa (SPE) con eficientes
resultados, obteniéndose una robustez
del método, con un porcentaje de
recuperacion del 92.2%. Y el valor del
coeficiente de correlacion fue de un R?

igual a 0,997; que permite sefialar una
buena linealidad entre la
concentracion de analito y su area
asociada de respuesta. Se debe dejar
en claro que entre mas cercano a la
unidad sea el valor de (RZ), mayor
sera la coherencia y reciprocidad entre
los datos de la curva de calibrado
(Aguilera et al., 2010).

En un comienzo se probd con
acido acético y acido tricloroacético,
pero los resultados de los picos no
fueron los adecuados y para obtener
un mejor tiempo de retencion y forma
de pico, se tuvo que determinar una
composicion adecuada de fase movil
(Jurado & Alcazar, 2010), por eso se
utilizé acido trifluoroacético logrando
picos con forma Gaussiana en los
cromatogramas. El mayor beneficio de
los pH’s bajos wusados en Ila
cromatografia, es la eliminacion del
efecto de modo mixto que genera un
incremento en el tiempo de retencién y
un ensanchamiento de picos (Esquivel
et al, 2004). EI TFA impide la
ionizacion de grupos silanol en las
columnas de HPLC, lo que minimiza la
interaccion de los sitios activos de
silanol con restos de amina en los
analitos y mejora la resolucion del pico
cromatografico (ESA Biosciences,
2011). Pero al mismo tiempo se debe
controlar el pH de 2.0 a 7.5, debido a
la inestabilidad de las fases
estacionarias fuera de este intervalo
de pH. Se debe cumplir con este
parametro para que el deterioro de la
columna no sea muy rapido (ESA
Biosciences, 2011).

Finalmente otro aspecto
importante, es que se pudo utilizar
como confirmacion un espectrometro
de masas, para determinar si los picos
que se obtuvd de las muestras eran de
Ocratoxina “A”, ya que es un método
mas exacto y directo para determinar



masas atomicas y moleculares

(Gémez, 2011).

CONCLUSIONES

De wun total de 42 muestras
analizadas, en las provincias de
Santo Domingo y Manabi no se
encontro contaminacion por
Ocratoxina “A”, mientras que en las
provincias de Esmeraldas, El Oro, Los
Rios y  Guayas se obtuvé
contaminacion por OTA.

En un 86% de las muestras analizadas
no se encontré contaminacion por
OTA, mientras que en el 14% restante,
presentaron bajas concentraciones de
Ocratoxina “A”, con valores inferiores
a los limites establecidos en las
normativas internacionales que
corresponden a 10 ug*Kg™.

Se estableci6 el protocolo de
extraccion, purificacion y
determinacion de Ocratoxina “A”,
mediante el uso de columnas de Fase
— Reversa (SPE) y Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC),
validado por los laboratorios de
AGROCALIDAD.

En las muestras que fueron positivas
en el analisis por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), se
determiné la presencia de hongos,
tales como: Aspergillus, Cladosporium,
Mucor, Moniliophthora, Epicoccum y
Alternaria.

Bajo las condiciones apropiadas de
temperatura, humedad relativa, etc.,
los hongos proliferan y se obtiene una
mejor respuesta en el desarrollo de
enfermedades, resultados que fueron
evidenciados con la presencia de
Moniliophthora, que es un hongo que
puede ocasionar infeccién a nivel de

campo Yy que puede ocasionar
pérdidas de la produccion.
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