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RESUMEN

Las aflatoxinas (AFs) y ocratoxinas (OTA) son metabolitos secundarios toxicos que pueden ser
producidos por hongos, pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium. Debido a su
estructura quimica son termoestables, persistentes en los alimentos y se pueden bioacumular lo
que puede causar afectaciones severas a la salud humana y animal. Existen reportes que revelan
niveles de AFs y OTA que superan la normativa establecida de 15ug/kg para cascarilla de cacao.
Este estudio pretende identificar las especies de hongos presentes en 12 muestras de cascarillas de
cacao provenientes de la costa y oriente ecuatorianos que previamente reportaron concentraciones
entre 5.57 y 202.75 ng/kg para AFs y para OTA de 2.15 a 16.86 ng/kg. Para la identificacion
molecular, se extrajo ADN de 29 colonias de hongos aisladas, luego se amplifico y secuencié un
fragmento de 600 a 800 pares de bases de la region espaciadora interna transcrita (ITS). Los
resultados demostraron la presencia de Aspergillus flavus, Aspergillus wentii y Aspergillus
fumigatus, los cuales se han reportado como productores de aflatoxinas y ocratoxinas. No se
encontrd Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum descritos como productores de
ocratoxina. La presencia de estos hongos en la cascarilla de cacao podrian ser una medida indirecta
de la presencia de micotoxinas en el producto final que es el chocolate, por lo que es importante

establecer medidas preventivas y mejorar el proceso de la fermentacion del cacao.

Palabras clave: Aspergillus, aflatoxina, ocratoxina, cascarilla de cacao.



ABSTRACT

Aflatoxins (AFs) and ochratoxins (OTA) are toxic secondary metabolites that can be produced by
molds, belonging to the genera Aspergillus and Penicillium. Due to their chemical structure, they
are thermostable, persistent in food and can bioaccumulate which can cause severe effects on
human and animal health. There are reports that reveal levels of AFs and OTAs that exceed the
established norm of 15ug/kg for cocoa husk. This study aims to identify the mold species present
in 12 samples of cocoa husks from the Ecuadorian coast and Amazonia that previously reported
concentrations between 5.57 and 202.75 pg/kg for AFs and for OTA from 2.15 to 16.86 pg/kg. For
molecular identification, DNA was extracted from 29 isolated mold colonies, then amplified and
sequenced from 600 to 800 base pairs of the transcribed internal spacer region (ITS). The results
showed the presence of Aspergillus flavus, Aspergillus wentii and Aspergillus fumigatus, which
have been reported as producers of aflatoxins and ochratoxins. Aspergillus ochraceus and
Penicillium verrucosum described as ochratoxin producers were not found. The presence of these
fungi in the cocoa shell could be an indirect measure of the presence of mycotoxins in the final
product, which is chocolate, so therefore it is important to establish preventive measures and

improve the fermentation process of cocoa.

Keywords: Aspergillus, aflatoxin, ochratoxin, cocoa husk.
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INTRODUCCION

Los hongos filamentosos, en particular los pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, se han identificado como productores de micotoxinas. Las micotoxinas
son metabolitos toxicos secundarios, los cuales presentan una estructura con anillos aromaticos
que les permite ser termoestables y persistentes (Caceres et al., 2020; Raters & Matissek, 2008).
Ademads, se conoce que los hongos pueden desarrollar estas toxinas como una estrategia de
supervivencia en ambientes extremos (Adams, Moss, & McClure, 2016). Entre las micotoxinas
mas comunes, destacan las aflatoxinas (AF) y ocratoxinas (OTA). La aflatoxina de tipo B1 (AFBI)
se asocia a Aspergillus flavus, mientras que la aflatoxina G1 (AFGI1) puede ser producida por
Aspergillus parasiticus;, ambos hongos pertenecen a la familia Aspergillaceae. Por otro lado, la
ocratoxina A es comunmente producida por Penicillium verrucosum y Aspergillus ochraceus
(Delgado-Ospina et al., 2022). Es importante sefalar que no todas las especies del género
Aspergillus son micotoxigénicas como por ejemplo Aspergillus oryzae o Aspergillus sojae

(Mohammed et al., 2021).

La presencia de micotoxinas es de gran relevancia en la industria alimentaria, ya que se ha
demostrado que su consumo diario en concentraciones que superen los limites maximos permitidos
establecidos por organizaciones internacionales o autoridades gubernamentales puede tener graves
implicaciones para la salud. Debido a que estos metabolitos secundarios se pueden acumular en el
higado y los rifiones y tienen propiedades carcinogénicas que afectan al sistema inmunolégico
(Caceres et al., 2020; Guan et al., 2021). Las aflatoxinas han sido clasificadas como carcinogénicas
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), mientras que las ocratoxinas se consideran

posiblemente carcinogénicas (Spaggiari, Morelli, Riani, & Cozzini, 2022).
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Los hongos micotoxigénicos pueden proliferar en la materia prima agricola y en los
alimentos durante las etapas de cultivo, cosecha, almacenamiento y procesamiento, lo que puede
comprometer la calidad e inocuidad de los productos (Delgado-Ospina et al., 2021). Esta
problematica se intensifica en las zonas tropicales y subtropicales, donde las condiciones
ambientales, como las altas temperaturas y la alta humedad, son propicias para el desarrollo de
estos hongos (Caceres et al., 2020). Las micotoxinas se han detectado en alimentos susceptibles a
la contaminacién por hongos, como cereales, cacao, maiz, alimentos secos y piensos (Moura-
Mendes et al., 2023). La exposicion a las micotoxinas, especialmente las AFs, se estima que afecta
alrededor de 4.5 millones de personas anualmente a través de la ingesta de alimentos (Chilaka,
Obidiegwu, Chilaka, Atanda, & Mally, 2022). Por tanto, es importante establecer estrictos
estandares de control en las condiciones de cultivo, almacenamiento y procesamiento de alimentos

para prevenir el crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas.

El cacao es un cultivo nativo de regiones tropicales como Ecuador, Colombia, Brasil, y es
uno de los productos de exportacion mas importantes a nivel mundial. El Ecuador fue de los
primeros productores de cacao en América cerca del siglo XIX y actualmente es el tercer pais que
exporta y produce cacao después de Costa de Marfil y Ghana (Anecacao, 2022). En el tltimo afio
se llegd a exportar cerca de 360 mil toneladas de cacao, por lo que es una de las bases de la
economia del Ecuador (Anecacao, 2022). Adicionalmente, por la ubicacién del Ecuador permite
el crecimiento de variedades de cacao como el cacao Arriba, el cual también es utilizado para la
produccion de chocolate. Dada su importancia a nivel global, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) ha establecido regulaciones estrictas con
respecto a la contaminacion por micotoxinas. Cerca de 100 paises han fijado limites de presencia

de micotoxinas en alimentos y piensos (Alshannaq & Yu, 2017). Sin embargo, a pesar de estas



12

medidas, aproximadamente el 25% de los productos agricolas se contaminan con micotoxinas cada

afio (Spaggiari et al., 2022).

Adicionalmente, la comision del Codex Alimentarius y la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) han establecido limites maximos de micotoxinas en el chocolate y cascarilla
de cacao. Estos limites son particularmente bajos dada la alta toxicidad de estas sustancias. Segin
la Codex para las AFs en la cascarilla de cacao su limite se encuentra entre 0.5 a 15 pg/kg y para
OTA es de 10 pg/kg, mientras que la FDA tiene como maximo 20 ug/kg para ambas (Wan, Chen,
& Rao, 2020). Por otro lado, para el chocolate al ser un producto altamente consumido a nivel
mundial el limite maximo permitido es de 5 ug/kg para AFs y OTA (Kabak, 2019). No obstante,
cada pais puede establecer los niveles maximos, como por ejemplo la Union Europea establecid
en 2006 una tolerancia de 2 a 10 pg/kg de OTA en el café, cacao y cereales (Taniwaki, Pitt, Copetti,

Teixeira, & lamanaka, 2019).

Hasta la fecha, los métodos de prevencion y control de contaminacion por micotoxinas son
limitados y a menudo inaccesibles para los paises en desarrollo. El método mas utilizado es el
tratamiento térmico en el tostado ya que se lleva a cabo a temperaturas bastante altas (140 — 145°C)
donde los hongos pueden dejar de ser viables (Raters & Matissek, 2008). Por otra parte,
investigaciones previas han demostrado que estrategias implementadas en cultivos de cacahuates
han reducido la contaminacién por aflatoxinas un 88% gracias al uso de productos como Afla-
guard ®. Un biofungicida que contiene cepas no toxigénicas competitivas de A. flavus. (NRRL
21882) y se emplea como una herramienta de gestion de riesgos (Mohammed et al., 2021).
Ademas, se han explorado cepas nativas que no producen aflatoxinas, con resultados prometedores
en el control y reduccion de micotoxinas. (Mohammed et al., 2021). Aunque existen métodos

quimicos y fisicos que pueden disminuir la biodisponibilidad de las micotoxinas, también pueden
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generar residuos perjudiciales para el ser humano y alterar el sabor de los alimentos. Por otro lado,
los métodos bioldgicos que se basa en el uso de microorganismos con propiedades desintoxicantes

pueden ofrecer una desintoxicacion mas completa y especifica (Guan et al., 2021).

Dada esta informacién el objetivo de esta investigacion es identificar los hongos
productores de micotoxinas en cascarilla de cacao que tiene niveles fuera del rango permitido.

Ademas, evaluar de manera indirecta la calidad del chocolate ecuatoriano.
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METODOS

1. Muestras de desecho de cacao (Cascarilla)
Para este estudio, se emplearon 12 muestras de desecho de cacao (cascarilla) provenientes
de diferentes zonas de la costa y oriente ecuatoriano, en las cuales previamente se cuantifico

aflatoxina y ocratoxina mediante método inmunolégico (ver tabla 1).

2. Cultivo de hongos
De cada muestra se prepard una dilucion 1:2, para la cual, se pesé 20 g de cascarilla en una
funda estéril y se agregoé 40 ml de Agua Peptonada (0,1%). Se homogeniz6 por unos minutos y
luego se colocd 1 ml de esta dilucion en Agar Sabouraud con 0.05% de gentamicina fundido. Se
homogenizo6 el indculo en el medio de cultivo con la ayuda de un agitador, se dejé solidificar las
cajas Petri a temperatura ambiente sobre un meson y se incubaron a 25°C durante un periodo de 3

a 5 dias.

3. Identificacion microscopica de hongos
Para la identificacion morfologica de los hongos se utilizd el método de cinta adhesiva,
para esto se toco con el lado adhesivo de la cinta una colonia de hongo y se colocé sobre una gota
de azul de algoddn de lactofenol en una placa portaobjetos y se observd bajo el microscopio con

los objetivos 10X y 40X.

Se consideraron caracteristicas tales como la morfologia de las cabezas conidiales ya que
Aspergillus tiene una vesicula terminal que puede ser biseriada o uniseriada (ver figura 1A).
Mientras que Penicillium carece de una vesicula y solo tiene ramas y métulas (ver figura 1B).
Adicionalmente se considerd la morfologia de los conidios al ser caracteristicas relevantes para
determinar diferentes especies de Aspergillus. Los conidios pueden ser globosos con pared lisa o

pared rugosa (ver figura 1A).
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Todas las colonias identificadas como pertenecientes a los géneros: Aspergillus y
Penicillium, (figura 1) se sembraron con ayuda de un asa de metal en tubos de agar Sabouraud con
0.05% gentamicina en pico de flauta y se incubd a 25°C por 5 dias. Finalmente, las cepas se

conservaron a temperatura ambiente, para su posterior identificacion molecular.

4. Identificacion molecular

En primer lugar, se procedio a la extraccion de ADN siguiendo el protocolo del kit de
extraccion DNeasy® Power Pro Soil (QIAGEN). Para este protocolo se pes6 0.25g de muestra en
los tubos PowerBead Pro que contiene el kit y se afiadi6 800 pl de la Solucion CDI.
Posteriormente, para la homogenizacion y lisis de las células se realizé vortex horizontal de 30 —
40 minutos. Para obtener el sobrenadante se centrifugd a 15 000 rpm. Se afiadi6 200 pl de la
Solucién CD2 y se centrifugd nuevamente a la misma velocidad. Luego se transfirio 700 pl de
sobrenadante a los tubos de microcentrifuga y se agregd 600 pl de la solucion CD3. De la solucion
lisada obtenida se pasé 650 ul a la columna de centrifugacion MB que se encuentra en el kit. A
partir de este paso se centrifugd cada vez que se afiadia una solucidon y se descartaba el flujo.
Después se afiadio 500 ul de la Solucion EA, luego se agreg6 500 ul de la Solucion C5 y finalmente

se anadié 50 — 100 pl de la Solucion C6 (buffer de elucion).

Tras la extraccion de ADN, se cuantificO su concentracion en ng/ul utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Se evalu¢ la calidad del ADN mediante

los indices 260/280 y 260/230 nm, utilizados como indicadores de pureza y contaminacion.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa PCR de la region espaciadora interna transcrita,
ITS por sus siglas en inglés (Internal Transcribed Spacer), la cual se encuentra entre los genes del
18S rRNA y 28S rRNA de una region de 600 a 800 pares de bases, se establecid un protocolo con

un volumen de 30 pl por reaccion, siguiendo las concentraciones de reactivos especificas: 1X de
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Buffer sin color, 2 mM de MgCl2, 2 mM de dNTPs, 0.21 mM de primer ITS 4, 0.21 mM de primer
ITS 1, 0.25 U/pl de Taq Polimerasa y 6 ul de ADN. El programa del termociclador incluyd una
denaturacion inicial a 94°C durante 4 minutos, seguida de 30 ciclos de denaturacion a 94°C durante
45 segundos, annealing a 60°C durante 30 segundos, una elongacion a 72°C durante 45 segundos

y una elongacion final a 72°C durante 15 minutos.

Posteriormente, para visualizar la banda de aproximadamente 700 pb, se realizo la
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se afadié 0.05 pul de SYBR Safe. Tras cargar los
amplicones en el gel, se corrid con un Ladder de 100pb y se llevo a cabo la electroforesis a 100 V

durante 30 minutos. Se visualizé mediante luz UV en un foto documentador (figura 2).

Los productos de PCR se enviaron a Macrogen Inc. (Seoul, Republica de Corea) para su
secuenciacion. Las secuencias obtenidas se sometieron a un proceso de limpieza y se generd
secuencias consenso. Para ello se utilizo el paquete Staden con PreGap y Gap4 (Standen, 1996).
Luego se compar6 con la base de datos del GenBank del NCBI. Las secuencias se alinearon con
la ayuda de Bioedit (Hall, 1999). Se construy6 un arbol filogenético con Mega con el fin de analizar

las diferencias entre ellas (Tamura, Stecher, and Kumar., 2021).
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RESULTADOS
De las 12 muestras analizadas se obtuvieron 29 colonias con coloracion y morfologia
sugerente de los géneros Aspergillus y Penicillium. En su mayoria se observaron colonias con
coloraciéon verde (diferentes tonalidades), amarillo, azul, blancas o café; las mismas que
presentaron diferentes texturas tales como: algodonosas, polvorientas y viscosas, ver tabla 1.
Finalmente, se identificaron a nivel microscopico 22 colonias como Aspergillus spp. y 7 colonias

como Penicillium spp.

Se obtuvieron las secuencias de 29 colonias y se compararon con 8 secuencias de
referencia, con las cuales se construy6 un arbol filogenético por el método de Neighbor Joining
(NJ) (ver figura 3). En el cual, se puede ver que 13 muestras forman un clado con Aspergillus
flavus, 2 se identificaron como 4. oryzae, 1 con A. wentii, 3 con A. fumigatus, 2 con A. rugulosus,
5 con Penicillium citrinum, A. tamarii se utilizd como grupo externo. Dos secuencias
correspondieron a Talaromyces purpureogenus y Paecilomyces variotii 1o que confirmé la

inespecificidad de los métodos microscopicos para la identificacion de hongos.

Posterior a la identificacion molecular se identifico caracteres morfoldgicos comunes a las
especies de hongos encontradas. En el caso de Aspergillus flavus se observo que las colonias
presentan una textura algodonosa y polvorienta de colores verde oscuro y amarillo con bordes
blancos. Aspergillus fumigatus tenia colonias polvorientas y algodonosas de colores azul y café
verdoso con bordes blancos. Aspergillus oryzae presentd colonias algodonosas de color café.
Aspergillus wentii tenia colonias algodonosas, verdes con cierto relieve. Aspergillus rugulosus se
observd colonias rugosas, polvorientas de color café con bordes azules. Por ultimo, Penicillium
citrinum presentd colonias polvorientas de color verde degradado a café y blanco y una colonia

azul verdosa no uniforme.
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Como se observa en la tabla 1, las muestras que tienen concentraciones de aflatoxina entre
5.57 —202.75 pg/kg se identifico A4. flavus en 7 muestras, A. fumigatus en 3 muestras y A. wentii
en 1 muestra. Por otro lado, la muestra que tienen concentraciones de ocratoxina de 2.15 — 16.86

png/kg se identificod P. citrinum.
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DISCUSION

En este estudio se identifico A. flavus, A. fumigatus, A. wentii, A. oryzae y P. citrinum que
se han reportado anteriormente en muestras de cacao durante el proceso de fermentacion (Delgado-
Ospina et al., 2021). De los cuales se ha reportado previamente a A. flavus como productor de
aflatoxina, mientras que A. fumigatus, A. wentii son productores de ocratoxina (Rizzo, Eskola, &
Atroshi, 2002). Los cuales se encuentran presentes en muestras que superan los limites maximos
establecidos por el Codex Alimentarius de 15 y 10 pg/kg (Copetti, 2009). Por otro lado, no se
identifico a A. parasiticus. P. verrucosum y A. ochraceus que han sido reportados en cacao, esto
puede deberse a factores que pueden inhibir su crecimiento tales como temperatura de incubacion,
medio de cultivo, competencia con otros hongos entre los més importantes (Delgado-Ospina et al.,
2021). Se ha descrito que 4. ochraceus y P. verrucosum crecen mejor en medios de cultivo con
extracto de levadura o agar de maiz, mientras que 4. flavus y A. parasiticus prefieren los sustratos
ricos en nutrientes como el agar Sabouraud utilizado en este estudio o agar de papa — dextrosa
(PDA) (Lund & Frisvad, 2003). Ademads, es importante destacar que la ausencia de hongos no
asegura la ausencia de micotoxinas, ya que tanto la aflatoxina como la ocratoxina son compuestos
quimicos resistentes, capaces de persistir en alimentos durante periodos prolongados incluso

cuando la especie fingica ya no es viable (Copetti, 2009).

El origen de los hongos productores de AFs y OTA en la cascarilla de cacao es el suelo ya
que estan presentes de manera natural y son favorecidos por temperaturas cercanas a los 30°C
(Arreguin-Perez, Miranda-Miranda, Folch-Mallol, & Cossio-Bayugar, 2023; Guan et al., 2021).
Entre las zonas mas afectadas son los tropicos, esto se debe a que son las condiciones adecuadas
para el crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas (Akinola, Ateba, & Mwanza, 2021).

Se ha considerado que la cosecha y el almacenamiento de los alimentos pueden ser puntos criticos
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(Moura-Mendes et al., 2023), debido a que los granos pueden estar en el suelo por periodos
prolongados ya que no son recolectados de manera inmediata (Taniwaki et al., 2019). Asimismo,
se conoce que la contaminacion de la cascarilla de cacao puede provenir de fuentes como insectos,
suelo, polvo o por contaminacién cruzada, es decir los implementos utilizados durante la cadena

de produccion (Delgado-Ospina et al., 2022).

Por otro lado, la presencia de 4. oryzae y A. rugulosus también son importantes ya que se
los ha clasificado como especies moderadamente toxicas (Semeniuk, Harshfiel, Carlson,
Hesseltine, & Kwolek, 1971). Debido a que producen acido ciclopiazdnico y esterigmatocistina
(precursor de aflatoxina B1) respectivamente y ambos son metabolitos secundarios toxicos que

producen efectos adversos en la salud humana (Barkai-Golan, 2008).

Talaromyces y Paecilomyces no son productores de aflatoxina y ocratoxina; sin embargo,
fueron identificados microscopicamente como Penicillium por su morfologia similar lo cual

confirma la necesidad de la utilizacion de método moleculares para su adecuada identificacion.

Seglin Arreguin-Perez (2023) las caracteristicas fenotipicas de las colonias pueden estar
influenciadas por las condiciones ambientales en las que se desarrollan los hongos. Es decir, si
existen factores de estrés como cambios en la temperatura, nutrientes, cantidad de oxigeno,
humedad o actividad de agua; el color y textura de las colonias pueden variar. Aspergillus spp. se
reportd que puede tener cambios en su pigmentacion por exposiciones previas a fungicidas lo que
provoca mutaciones en su fenotipo. Incluso existe la hipdtesis que menciona que ciertos fungicidas
pueden influenciar en la produccion de melanina y asimismo aumentar la sintesis de micotoxinas

(Masiello, Somma, Haidukowski, Logrieco, & Moretti, 2020).
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Por lo tanto, la identificaciéon molecular es sumamente importante debido a que a nivel
macro y microscopico solo se puede identificar a nivel de géneros como Aspergillus y Penicillium
y la produccién de AFs y OTA estd asociadas a ciertas especies definidas. Por lo que, la
secuenciacion del gen ITS conocido por tener una gran variabilidad y facilitar la diferenciacion
entre especies cercanas ayudd a la identificacion a nivel de especie (Laut et al., 2023). Sin
embargo, el gen ITS tiene ciertas limitaciones para resolver la relacion entre A. flavus 'y A. oryzae
ya que son especies con una alta similitud genética que pueden llegar a formar un solo clado y se
sugiere que 4. oryzae puede ser una variante morfoldgica de A4. flavus (Chang & Ehrlich, 2010).
A pesar de su similitud, 4. oryzae no es productora de AFs debido a que con el tiempo se ha
domesticado esta especie para su uso en la industria alimentaria y se perdi6 la region que contiene
los genes que se encuentran relacionados con la produccion de micotoxinas (Chang & Ehrlich,
2010). Debido a este problema se ha considerado que adicionalmente a la amplificacion del gen
ITS se considere amplificar otras regiones del genoma como el gen 18S y el gen de la calmodulina

(CaM)(Arias, Orner, Martinez-Castillo, & Sobolev, 2021; Laut et al., 2023).

Dada esta informacion es fundamental garantizar la correcta y eficiente implementacion de
los procesos de produccion durante la elaboracion de subproductos del cacao, como es el caso del
chocolate. Ya que la presencia de aflatoxinas tiene gran impacto en la salud por ser carcinogénicas,
sobre todo las de tipo B1 (Arreguin-Perez et al., 2023). Ademas, las micotoxinas también pueden
afectar a los estandares de calidad del chocolate (Delgado-Ospina et al., 2022). Por lo tanto, para
eliminar la presencia de hongos productores de micotoxinas en el cacao se toman en cuenta ciertas
estrategias. Por ejemplo, durante la produccion de chocolate, los granos de cacao son sometidos a
un proceso de tostado, el cual se lleva a cabo a una temperatura de 120 a 145°C. A esta temperatura

se elimina la cascarilla de cacao y se elimina los hongos presentes (Delgado-Ospina et al., 2021).
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Adicionalmente se reportd que hay una degradacion completa de AFs y OTA cuando el tratamiento
térmico se realiza a 180°C por un periodo de tiempo de 30 minutos (Raters & Matissek, 2008).
Aunque el tratamiento térmico puede reducir las concentraciones de micotoxinas y hongos, la
mejor manera de prevenir la contaminacion es tomar medidas durante la produccion y
almacenamiento de los alimentos para evitar la proliferacion de los hongos (Copetti, lamanaka,
Pitt, & Taniwaki, 2014). Se conocer que el almacenamiento en condiciones secas y frescas de entre
15 y 20°C, puede prevenir la proliferacion de hongos (Akinola et al., 2021). Por ultimo, se debe
tomar en cuenta que la cascarilla es material de desecho, asi que con las medidas necesarias en los
puntos criticos de elaboracion se puede disminuir la concentracion de micotoxinas hasta los limites

recomendados y permitidos por cada pais (Kabak, 2019).

Se conoce que las micotoxinas pueden afectar de manera negativa a la calidad del
chocolate, por lo que en Ecuador se debe comenzar a seguir medidas estrictas para disminuir la
presencia de estas. Paises los cuales cuentan con normativa y son productores de chocolate son
Nigeria, paises de la Unidon Europea, Italia, Brasil, donde sus limites permitidos son de 4, 1, 0.5, 5
ng/kg respectivamente (Alshannaq & Yu, 2017; Copetti et al., 2014; Delgado-Ospina et al., 2022).
Por lo que, este estudio abre paso a futuras investigaciones para que como principal pais exportador
no solo se enfoque en producir cacao de alta calidad, sino también establecer estandares ejemplares

para la industria mundial del cacao.
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CONCLUSIONES

Se identifico Aspergillus flavus, Aspergillus wentii y Aspergillus fumigatus en muestras de
cascarilla de cacao que presentaron niveles de aflatoxina y ocratoxina que superan los
limites establecidos por la Codex Alimentarius, los cuales se han identificado como

productores de estas micotoxinas

No se identifico a Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum principales productores
de ocratoxina puede deberse a factores como la temperatura de incubacion y el medio de
cultivo utilizado en este estudio, asi como factores implicitos de la microbiota de estas

muestras y la estabilidad de las micotoxinas.

La contaminacion de hongos productores de AFs y OTA en la cascarilla de cacao es una
medida indirecta de su presencia en chocolate. Por lo que, al ser el Ecuador un pais
reconocido a nivel mundial por la calidad del chocolate es importante emprender medidas

para prevenir y reducir la presencia de micotoxinas.



TABLAS

Tabla 1. Descripcion de las muestras, concentracion micotoxinas y hongos identificados.
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Micotoxinas (ng/kg) Colonias aisladas Identificacion
Muestra . . .
Aflatoxina | Ocrotoxina y morfologia molecular
Cascarilla 1 79 78 6.94 Talaromyces
purpureogenus
Cascarilla 2 23.99* 2.36 Aspergillus fumigatus
Cascarilla 3 1 55 75+ 7.69 No hubo N/A
ce01mlento
Aspergillus wentii
Cascarilla 4 47 13% 740

Cascarilla 5

81.31* 2.95

Aspergillus oryzae

Penicillium citrinum
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Cascarilla 6

14.43

2.15

Aspergillus flavus

Cascarilla 7

18.82%*

7.30

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus

Aspergillus rugulosus

Penicillium citrinum
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Aspergillus flavus

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus rugulosus

Cascarilla 8 35.32%* 3.81
Cascarilla 9 8.94 5.41
Cascarilla 10 8.65 8.45
Cascarilla 11 5.57 16.86%*

Aspergillus flavus

Penicillium citrinum

Penicillium citrinum
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Cascarilla 12

9.15

9.65

Paecilomyces variotii

Aspergillus flavus

* Muestras que superan lo recomendado por la Comisién del Codex Alimentarius de 15ug Kg™!' en aflatoxinas y 10

pg Kg!' en ocratoxinas.
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FIGURAS

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion de la region ITS de 600 a

800pb.
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Figura 3. Arbol filogenético por el método Neighbor — joining de 26 secuencias provenientes de
las muestras analizadas y 7 secuencias de referencia de algunas especies de Aspergillus y
Penicillium. La especie productora de aflatoxina se identifica en color rojo y las especies

productoras de ocratoxina en verde.
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