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RESUMEN

Durante la etapa de cultivo y proceso postcosecha, el café estd expuesto a multiples factores de
deterioro. Estos factores son los responsables de la contaminacion fungica en los frutos y granos
de café, siendo el género Aspergillus y Penicillium fuente productora de aflatoxinas (AFLA) y
ocratoxina A (OTA) las cuales son toxinas carcindgenas, nefrotdxicas, teratogénicas,
hepatotoxicas y pueden afectar negativamente a la salud humana. La presencia de estas toxinas
en el café es indeseable porque pueden ser una barrera para la exportacion. En este sentido, se
evalu6 la micobiota de los granos de café procedentes de la provincia de Rodriguez de Mendoza
- Amazonas (Peru) y la incidencia de hongos con potencial toxigénico. En la investigacion se
encontrd bajos porcentajes de infeccion en las muestras de café organico y convencional por
los géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus y altos porcentajes de infeccién por otros
géneros de hongos filamentosos (Cladosporium, Pestalotias, Rhizopus, Colletotrichum, entre
otros), que fueron identificados por sus caracteristicas biologicas. Las principales especies
identificadas fueron 4. versicolor, P. brevicompactum Dierckx, P. rugulosum Thom, P.
pinophilum Hedgcock, P. aurantiogriseum Dierckx, P. fellutanum Biourge, P. viridicatum
Westling y P. solitum Westling. También fueron identificadas colonias de P. verrucosum 'y A.
westerdijkiae, dos aislados posiblemente toxigénicos, los cuales presentaron fluorescencia en
medio agar coco (CAM) bajo luz ultravioleta.
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos que
comunmente contaminan una amplia gama de cultivos como cereales, nueces, hierbas, especias,
frutas o semillas oleaginosas. Algunas micotoxinas son altamente toxicas o cancerigenas
(Bessaire et al., 2019), siendo Aspergillus uno de los tres géneros de hongos mds importantes
en el deterioro de alimentos y responsable por la produccién de micotoxinas, siendo Fusarium
v Penicillium los otros dos géneros de importancia (Taniwaki et al., 2018). Las micotoxinas se
producen naturalmente (Paterson et al., 2014). Aunque algunas especies pueden infectar los
cultivos en el campo, los hongos que tienen capacidad de producir estos metabolitos
generalmente estan presentes en la postcosecha (Taniwaki et al., 2018).

Las especies de Aspergillus producen micotoxinas importantes, en particular las AFLA,
producidas por A. flavus y A. parasiticus. La OTA producida por A. ochraceus, A.
westerdijikiae, A. niger y A. carbonarius en café, siendo nefrotoxica y mutagénica (Castellanos-
Onorio et al., 2011; Iamanaka et al., 2014a; Joosten et al., 2001; Taniwaki, 2005). Estas



o~ 3 =
conv -
www.conwbra.org U I= P R PG SOLOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

moléculas son estables, dificilmente son degradadas bajo condiciones de coccion, tostado y
fermentacion (Boudra et al., 1995).

Como ya se mencion6 anteriormente, los granos de café pueden estar contaminados por
microorganismos durante las diferentes etapas, en su cultivo, cosecha, procesamiento,
transporte y almacenamiento (Noonim et al., 2008). Ademas, la produccion de la OTA y AFLA
en los granos de café depende de muchos factores como la temperatura, humedad y las
condiciones de manipulacion y almacenamiento (Yao et al., 2015).

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo y su contribucion a la ingesta
dietética individual de OTA podria ser relativamente alta (Castellanos-Onorio et al., 2011) por
eso la legislacion de la Unidon Europea establece un nivel maximo de OTA en café tostado (5.0
ug kg!) y café instantaneo (10.0 ug kg™!') (Comision Europea, 2006).

Como una etapa previa a la determinacion de OTA en el café y para evaluar la
probabilidad de presencia de esta micotoxina, el objetivo de la investigacion fue identificar la
micobiota, con enfoque especial en los hongos con potencial para producir OTA en las
diferentes etapas del procesamiento de los granos de café de la provincia de Rodriguez de
Mendoza en Amazonas, Peru.

MATERIAL Y METODOS
2.1. Muestreo de los frutos/granos de café

La recoleccion de muestras de frutos y granos de café fue realizada en la provincia de
Rodriguez de Mendoza con ayuda de la Cooperativa Agraria Rodriguez de Mendoza
(COOPARM). Las muestras de frutos/granos de café¢ organico fueron recolectadas del caserio
de Cochamal y, las muestras de frutos/granos de café convencional, del caserio de Shucush.
Dos colectas fueron realizadas, la primera colecta en mayo/2021 y la segunda en
noviembre/2021.

Se colectaron 4 muestras diferentes de café (aprox. 800 g por muestra) de 4 etapas de la cadena
productiva del café utilizando el método aleatorio simple: (1) frutos verdes, (2) frutos maduros,
(3) granos secado y (4) granos almacenados. Estas muestras se utilizaron para el aislamiento de
los hongos, identificacion y determinacion de la produccion de AFLA y OTA. Cada una de las
muestras fue dispuesta en bolsa de polietileno con cierre hermético (7x10 cm) y transportadas
en caja de poliestireno de 60x40x40 cm conteniendo geles congelados, para mantener las
muestras frescas y evitar su deterioro hasta llegar al laboratorio. Se realizé el muestreo en
laboratorio y las muestras fueron almacenadas a —18 °C, hasta su evaluacion .

2.2 Plaqueamiento directo de las muestras

Las cerezas de café y pergamino con mucilago tienen un alto contenido de humedad y
se contaminan facilmente (Maman et al., 2021) por lo que se desinfestaron superficialmente por
inmersion en solucidon de hipoclorito de sodio al 0.4% durante 1 min (2 min en caso de los
frutos verdes y maduros).

Los frutos de café de cada muestra se colocaron en 2 placas de Petri de 150 mm de
didmetro con 15 granos/placa. Los granos de café de cada muestra se sembraron en 1 placa de
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Petri con 30 granos/placa. El medio selectivo utilizado fue agar dicloran-glicerol al 18% y se
incubaron a 25 °C durante 5 a 7 dias. Las colonias se examinaron visualmente en un
estereoscopio. Las particulas con presencia de colonias fueron contabilizadas y los resultados
fueron expresados en porcentaje de granos infectados (Pitt & Hocking, 2009).

2.3. Aislamiento e identificacion de las colonias fungicas

Las colonias fungicas se aislaron individualmente en microtubos conteniendo 250 pl de
agar semiliquido. Cada colonia fingica fue identificada a través de protocolos especificos para
cada género establecidos por Pitt & Hocking, (2009). Para ello, cada aislado fue sembrado en
placas de Petri conteniendo medio CYA y MEA en tres puntos equidistantes. En medio G25N
se sembro en 2 puntos equidistantes. Todas las placas fueron incubadas a 25°C durante 7 dias.
Adicionalmente, cada aislado se sembrd en medio CY A en dos puntos equidistantes y se incubd
a 5°C y 37°C durante 7 dias. En este ultimo caso, asi como en las siembras en medio G25N,
cada una de las placas de Petri sirvid para evaluar 2 aislados.

Las caracteristicas macromorfologicas, tales como la tasa de crecimiento de las colonias,
textura, color del micelio, exudados, reverso de la colonia, produccién de esclerocios,
clamidosporas y cleistotecios, fueron registrados. Ademas, el diametro de cada una de las
colonias fue medido diariamente con vernier, hasta antes que las colonias se sobrepongan.

Las caracteristicas micromorfoldgicas, tales como forma de los conidios, color del estipe
y dimension, forma y textura del estipe, vesiculas, métulas, fialides, conidios fueron observadas
y fotografiadas con la ayuda de un microscopio de luz (Samson et al., 2014).

Las evaluaciones de caracteristicas macro y micromorfologicas se realizaron de las
colonias incubadas a 25°C. Las otras dos temperaturas se usaron para la primera fase de
caracterizacion y el uso de las claves dicotomicas de Pitt & Hocking, (2009).

Adicionalmente se realiz6 la técnica del microcultivo descrito por Alfenas & Mafia,
(2007) para las colonias fungicas que no era posible observar estructuras limpias, claras y
completas en los montajes realizados.

24. Determinacion de AFLA y OTA en medio agar coco (CAM)

Como una forma rapida para la determinacion de produccion de extrolitos, se
seleccionaron muestras del genero Penicillium y Aspergillus ya que estos han sido reportados
como toxigénicos. Las colonias fueron inoculadas en el centro de la placa con medio CAM e
incubadas a 30 °C por 5 dias, como descrito por Kuntawee & Akarapisan, (2015) y Lin &
Dianese, (1976). Después de este periodo, las placas fueron observadas y fotografiadas bajo luz
ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm. Las cepas que presentaron una emision de color
azul fluorescente como un halo alrededor de la colonia, fueron consideradas como productoras
de AFLA u OTA.

RESULTADOS
3.1. Contaminacion fingica de los frutos y granos de café

Todas las muestras de café estuvieron contaminadas por hongos filamentosos. En la
primera colecta, las cuatro etapas de café organico tuvieron 0, 95, 83 y 53% de infeccion por
otros géneros diferentes de Aspergillus, Penicillium y Fusarium. En los granos almacenados,
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fueron encontrados 26% de Penicillium spp. y 16% de Fusarium spp. De manera similar, en las
muestras de la segunda colecta de café organico también fue encontrado un mayor porcentaje
de infeccioén por Penicillium spp. (34%) y Fusarium spp. (34%) en las muestras de granos

secando (Fig. 1).
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Fig. 1: Porcentaje de contaminacidn por importantes géneros fingicos en los frutos y granos de
café del sistema de produccién orgéanico de la provincia de Rodriguez de Mendoza

En las muestras de café convencional el mayor porcentaje de infeccion en la primera
colecta fue por otras colonias con porcentajes de 100, 82, 90 y 73%, respectivamente. En
minimas proporciones, Aspergillus spp. (7%) y Fusarium spp. (11%) en frutos maduros y
Penicillium spp. (15%) en granos almacenados. De igual forma, en la segunda colecta fueron
encontrados porcentajes elevados de infeccion por otras colonias y, en minimas proporciones,
en Penicillium spp. (12%) en frutos verdes y Fusarium spp. (17%) en frutos maduros.
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Fig. 2: Porcentaje de contaminacidn por importantes géneros flngicos en los frutos y granos de
café del sistema de produccioén convencional de la provincia de Rodriguez de Mendoza

3.2. Morfologia e identificacion de las colonias

Todas las colonias aisladas fueron identificadas utilizando la clave dicotomica de Pitt &
Hocking, (2009), en base a sus caracteristicas macro y microscopicas. Las caracteristicas
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macroscopicas incluyen el color y diametro de las colonias (Fig. 3). Las colonias de Aspergillus
seccion Circumdati especie A. westerdijkiae por el anverso se mostraron sulcadas, dorado en el
centro con micelio amarillo claro en los bordes y granulosas con espirales, por el anverso de
color amarillo mostaza con textura arrugada y en espiral (Fig. 3-1). El diametro de la colonia a
los 7 dias vari6 de 48 a 54 mm. En las colonias de P. verrucosum (Fig. 3-2) por el anverso las
colonias eran sulcadas, aterciopeladas, verdiazules a verde grisaceo con micelios blancos en los
bordes, densas y presenté exudado claro amarillo mostaza fuerte sulcadas a amarillo palido
opaco con didmetro promedio entre 21 a 27 mm. Aspergillus sp. (Fig. 3-3) mostro
caracteristicas amarillo palidas, algodonosas con una capa de conidioforos negro azabache con
diametros de 63 a 65 mm; las colonias de Penicillium sp. presentaron caracteristicas sulcadas,
aterciopeladas, verdiazules con el reverso amarillo mostaza a amarillo verdoso con diametros
entre 17 y 36 mm (Fig. 3-4). Las colonias de Fusarium sp. (Fig. 3-5) fueron blanquesinas a
melon, aterciopeladas con didmetro de 23 a 43 mm. Asimismo, se estudid las caracteristicas
microscopicas de las colonias como los estipes, fialides, vesiculas y conidios (Fig. 4). Se
observaron una vesicula globosa de 28-22 um de didmetro, estipe de 9 um (Fig. 4-a); vesicula
de 37 a 38 um de diametro y estipes de 7 um (Fig. 4-c); dimensiones de estipes con paredes
lizas de 21 x 2 um, fialides biseriadas (Fig. 4-b); estipes con paredes rugosas 40 x 4 um (Fig.
4-d) y microconidios de 18 x 9 um (Fig. 4-¢).
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Fig. 4: Caracteristicas
microscopicas de  A.
westerdijkiae  (a), P.
verrucosum (b),

',( » Aspergillus  sp.  (c),
5 (/ : ‘ ) Penicillium  sp.  (d),
|\ : Fusarium sp. (e), cabeza

conidial y conidioforos
Fig. 3: Caracteristicas macroscopicas de 4. westerdijkiae (1), (a, c); estipe, fialides y
P. verrucosum (2), Aspergillus sp. (3), Penicillium sp. (4), conidios (b, d);
Fusarium sp. (5) en medios CYA y MEA; colonias en el microconidios (e) con
anverso de la placa (A, C, E, G, I, K, M, O, Q, S); colonias en barras de 10 pm
el reverso de la placa (B, D, F, H, J, L, N, P, R, T). respectivamente.

=



N

=

28 convibra

www.convibra.org

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PG SOLOS

3.3. Deteccion de OTA en medio CAM

De todos los aislados evaluados en el medio CAM, dos fueron detectados como
posiblemente toxigénicos, P. verrucosum y A. westerdijkiae, debido a la fluorescencia
observada en el medio. Los aislados identificados como P. pinophilum y A. versicolor y los
demas no identificados no presentaron fluorescencia (Fig. 5).

Anverso Reverso

Fig. 5: Produccion fluorescente (A, C) y no fluorescente (B, D) de colonias en medio CAM
examinado bajo luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm. (A) P. verrucosum (B)
Penicillium sp. (C) A. westerdijkiae (D) Aspergillus sp.

DISCUSION

La humedad es un factor que contribuye a la contaminacién por hongos en el café
(Maman et al., 2021) y las condiciones meteoroldgicas intervienen en el aumento de la humedad
si es que no se controla bien los pardmetros de secado y almacenamiento. El contenido de
humedad después del secado debe ser menor al 11% para que los problemas de contaminacion
sean minimos (Maman et al., 2021). Ademas, se sabe que los granos de café tienen una pulpa
espesay si el proceso de secado pudiera ser mas rapido y efectivo, se podria prevenir la invasion
de hongos, lo que resultaria en una menor contaminacién por OTA (Noonim et al., 2008).

Magan & Lacey (1984) estudiaron la colonizacion en granos de café con Cladosporium
cladosporioides, Fusarium culmorum, especies de Aspergillus, Penicillium brevicompactum y
P. roqueforti y observaron que las dos primeras especies estaban presentes en el campo y las
dos ultimas especies eran colonizadoras de granos secos de café¢ durante el almacenamiento.
Los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Cladosporium son conocidos como
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contaminantes naturales del café y estan presentes desde el campo hasta el almacén (Nakajima
et al., 1997; Pereira Galvao et al., 2005; Silva et al., 2000) datos que coinciden con el presente
trabajo y explica los porcentajes de infeccion en las muestras de café orgénico y convencional
por los géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus y otros géneros de hongos filamentosos no
especificados (Cladosporium, Pestalotias, Rhizopus, Colletotrichum, entre otros).

Silva et al. (2008) investigaron la incidencia y distribucion de hongos filamentosos
durante la fermentacidon, secado y almacenamiento de granos de café y encontraron
microorganismos del género Pestalotia, Paecelomyces, Cladosporium, Fusarium, Penicillium
v Aspergillus. Couto et al., (2014) y Rezende et al., 2013) compararon los sistemas de cultivo
de café organico y convencional y encontraron que los géneros mas identificados fueron
Fusarium, Aspergillus y Penicillium, ademas de esos géneros, también encontraron
Cladosporium, Rhizopus, Mucor, Trichoderma, Colletotrichum y Alternaria. Por su parte,
lamanaka et al. (2014) y Vilela et al. (2010) estudiaron la micobiota en los granos de café¢ y
encontraron incidencia de hongos y las principales especies aisladas fueron Aspergillus
tubingensis, Aspergillus versicolor, Aspergillus seccion Nigri, A. westerdijikiae, Aspergillus
sp., Penicillium decumbens, Penicillium brevicompactum, Penicillium sp. nov. (Penicillium
crustosum), Cladosporium cladosporioides y Fusarium latericio.

En partes, estos hechos fueron confirmados en el presente estudio ya que en las muestras
de café¢ organico se identificaron Aspergillus de la seccion Versicolor especie A. versicolor,
Aspergillus sp., Penicillium del subgénero Penicillium especies P. aurantiogriseum Dierckx y
P. brevicompactum Dierckx, del subgénero Biverticillium especies P. rugulosum Thom, P.
pinophilum Hedgcock, P. viridicatum Westling y Penicillium sp. En las muestras de café
convencional se encontrd Aspergillus de la seccion Circumdati especie A. westerdijkiae,
seccion Versicolor especie A. versicolor y Aspergillus sp., Penicillium del subgénero
Penicillium especies P. solitum Westling y P. verrucosum Dierckx, Penicillium subgénero
Furcatum especies P. fellutanum Biourge y Penicillium sp. Existiendo diferencia cuantitativa
con relacion a los aislados encontrados en los géneros, pero no diferencia cualitativa en el
porcentaje de infeccion entre los dos sistemas de cultivo del café.

La ocratoxina A (OTA; CAS303-47-9) es un solido cristalino blanco con intensa
fluorescencia ultravioleta (UV), verde en acido y azul en condiciones alcalinas, debido a un
anillo de lactona cerrado o abierto, respectivamente (Pitt, 2014). La ocratoxina A produce
enfermedades nefrotdxicas cronicas que afecta la funcion renal en todas las especies animales
analizadas y también tiene efectos inmunosupresores, teratogénicos y genotoxicos en animales
y posiblemente en humanos (Pitt & Hocking, 2009). La deteccion de dos aislados posibles
productores de OTA, identificados solamente por los métodos biologicos como P. verrucosum
y A. westerdijkiae es un alerta. Noonim et al. (2008) afirman que los hongos productores de
OTA aislados del café arabica de Chiang Mai, Tailandia, pertenecian a la seccion Circumdati
de la especie 4. westerdijkiae, A. melleus, y A. steynii. Vesonder et al. (1973) identificaron P.
verrucosum (en ese tiempo conocido como P. viridicatum II) como unico productor de OTA en
cereales de Canadd y USA. También Lund & Frisvad (2003) encontraron P. verrucosum como
fuente de produccion de OTA en trigo y cebada de Europa, siendo necesario un porcentaje de
7% de infeccion por esta especie para detectar OTA en los cereales. Estas informaciones apoyan
al resultado de la fluorescencia en el agar coco encontrado en la presente investigacion. Ademas
del riesgo por la presencia de toxinas, [amanaka et al. (2014) también evaluaron la relacion
entre la contaminacion fingica en los granos y la calidad de la bebida. La alta infeccion y
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diversidad fungica fue encontrada en el café del suroeste de Sdo Paulo con prevalencia de
especies del género Penicillium. Los granos con alta infeccion presentaron una evaluacion
sensorial negativa.

CONCLUSIONES

Por sus caracteristicas bioldgicas, las principales especies identificadas fueron A.
versicolor, P. brevicompactum Dierckx, P. rugulosum Thom, P. pinophilum Hedgcock, P.
aurantiogriseum Dierckx, P. fellutanum Biourge, P. viridicatum Westling y P. solitum
Westling.

La presencia de aislados toxigénicos (P. verrucosum y A. westerdijkiae) en granos
almacenados de café convencional es un alerta del riesgo de contaminacién por OTA.
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