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RESUMEN

Muchas especies de hongos del género Penicillium y Aspergillus infestan los granos de café
durante la postcosecha y el almacenamiento. Algunas de ellas pueden producir toxinas bastante
estables. El objetivo de este estudio fue hacer una prospeccion de los hongos con potencial
toxigénico, principalmente de Ocratoxina A, en la cadena de procesamiento de los granos de
café de la provincia de Jaén — Cajamarca. Para eso, muestras de frutos y granos de café de las
variedades Caturra y Catimor fueron recolectadas durante 5 etapas de procesamiento y
sembradas en medio DG18. Se aislaron los hongos presentes y se estim6 el porcentaje de
infeccion de las muestras. Todas las colonias aisladas en la etapa de fermentacion fueron del
género Penicillium, tanto en la primera recoleccién como en la segunda. No fueron detectados
hongos potencialmente productores de AFLA u OTA a través del medio agar coco. Sin
embargo, no se puede descartar que otros metabolitos puedan haber estado presentes.
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INTRODUCCION

El café es una bebida muy consumida en todo el mundo, sobre todo de forma caliente,
preparada a través de la infusion de los granos procesados. Durante el cultivo del café, las
cerezas y los granos pueden contaminarse con hongos y bacterias. Estos microorganismos
pueden ser eliminados durante las diferentes etapas de procesamiento. Sin embargo, algunos
hongos pueden infectar los granos y producir toxinas que no son facilmente degradadas
(Galarce-Bustos et al., 2014).

Algunos estudios encontraron hongos filamentosos con alta frecuencia en las cerezas de
café después de la cosecha y durante el secado, habiendo una mayor cantidad de estos
microorganismos cuando los granos presentaban algin defecto (Iamanaka et al., 2014;
Taniwaki et al., 2003).

En la Union Europea se ha avanzado bastante con las orientaciones de control, habiendo
recomendaciones de la Comision para la prevencion y reduccion de toxinas de Fusarium en
cereales y subproductos. En ella se destaca la importancia del abordaje integral, considerando
no solamente las buenas practicas agricolas, que son la primera linea de defensa, sino también
considerar el clima, por ejemplo. Las practicas agricolas que se enfatizan son la adecuada
rotacion del cultivo, el manejo del suelo, seleccion de la variedad o hibrido y el uso correcto de
los fungicidas (Giraud et al., 2011; Nakajima et al., 2008).
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Para los propositos de la seguridad alimentaria, las especies de los hongos deben ser
correctamente identificadas para tener conocimiento del perfil de micotoxinas que pueden
producir, ademas de su fisiologia (Frisvad et al., 2019). La contaminacion de cultivos agricolas
por hongos asociados a la produccién de micotoxinas es un serio problema en todo el mundo
(Solhaug et al., 2016). El objetivo de este trabajo fue realizar una prospeccion de los hongos
con potencial toxigénico, principalmente de Ocratoxina A (OTA), en la cadena de
procesamiento de los granos de café de la provincia de Jaén.

MATERIALES Y METODOS
2.1.Recoleccion de muestras de café

Las muestras de café (Coffea arabica L.) de las variedades Caturra y Catimor fueron
recolectadas de un campo de cultivo en Huabal - Provincia de Jaén, con 4 afios, en conversion
al sistema organico.

Se obtuvieron muestras de cinco etapas de produccion: (1) frutos verdes, (2) frutos
maduros, (3) granos en el proceso de fermentacion, (4) granos en la etapa de secado y (5) granos
durante el almacenamiento. Luego de la recoleccion, las muestras fueron empacadas en bolsas
con cierre hermético y transportadas al Laboratorio de Sanidad Vegetal del INDES-CES /
UNTRM. Las muestras fueron fraccionadas en partes iguales y congeladas para su posterior
analisis.
2.2.Analisis de especies fungicas

Las muestras de frutos y granos fueron desinfectadas superficialmente con una solucion
de hipoclorito de sodio al 0.4% durante 2 y 1 min, respectivamente. Sesenta frutos / granos de
café de cada muestra fueron distribuidos en 4 placas de Petri de 150 x 20 mm conteniendo
DG18 con cloranfenicol. Las placas fueron incubadas a 25 °C entre 5 y 7 dias. Después del
periodo de incubacion, las particulas infectadas fueron contabilizadas obteniendo el porcentaje
de infeccion (Pitt & Hocking, 2009).

Cada una de las colonias fliingicas que crecieron fueron aisladas en tres medios
diferentes CYA, MEA y G25N, e incubadas a 5°C, 25 °Cy 37 °C, segun lo descrito por Pitt &
Hocking (2009).

2.3.Identificacion de las especies fungicas

Los aislados fueron sembrados en tres puntos en una sola placa (para los medios CYA
y MEA), equidistantes del centro y el borde de la placa y entre si. Fueron registradas las
caracteristicas macromorfologicas, tales como la tasa de crecimiento de las colonias, textura,
color del micelio, esporulacion, exudados, reverso de la colonia. El didmetro de cada una de las
colonias se midié con vernier, hasta antes de que las colonias se sobrepongan. Las
caracteristicas micromorfologicas, tales como forma de los conidios, color del estipe y
dimension, forma y textura del estipe, vesiculas, métulas, fidlides, conidios, clamidosporas,
cleistotecio, ascos y ascosporas se observaron y fotografiaron en un microscopio de luz
(Samson et al., 2014).

2.4.Evaluacion del potencial toxigénico

Los aislados de los géneros Aspergillus y Penicillium fueron cultivados en medio agar
coco (CAM) a 30 °C durante 5 dias (Kuntawee & Akarapisan, 2015; Lin & Dianese, 1976). Las
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colonias productoras de ocratoxina o aflatoxina fueron detectadas a través de la fluorescencia
bajo luz ultravioleta.

RESULTADOS
1.1.  Micobiota analizada de las muestras de café

Los resultados (Tabla 1) indican los porcentajes de infeccion encontrados en las
muestras de la primera y segunda recoleccion de las cinco etapas de café de la variedad caturra
y catimor.

Tabla 1. Porcentaje de infeccion de frutos y granos de café de las variedades Caturra y Catimor.

Colecta 1 Colecta 2
Caturra Catimor Caturra Catimor
Frutos verdes 82% 93% 85% 87%
Frutos maduros 459, 73% 77% 67%
Granos fermentados 72% 95% - 95%
Granos en etapa de secado 50% 73% 60% 85%
Granos almacenados 47% 33% } 22%

Dentro del porcentaje total de hongos encontrados, el principal género en la variedad
Caturra fue Penicillium (Figura 1), presentando mayor incidencia en los granos fermentados de
la primera colecta.

Porcentaje (%)
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Penicillium Aspergillus Fusarium Otros géneros
m Frutos verdes u Frutos maduros = Granos en fermentacion
Granos secando ® Granos en almacenamiento

Figura 1. Incidencia fingica en la primera (c1) y segunda colecta (c2) de los granos de café de
la variedad Caturra en cinco etapas distintas
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Este valor disminuy6 en las etapas de secado y almacenado. En la segunda colecta, la
incidencia de Penicillium fue un poco mayor en las etapas de frutos maduros y verdes
comparado con la colecta 1. Sin embargo, las demads etapas presentaron menores porcentajes
que en la primera colecta. Fusarium fue detectado en frutos verdes y maduros en ambas colectas
con una incidencia mayor al 10% en la colecta 1.

En la variedad Catimor, el género Penicillium también fue lo que presentd mayor
incidencia en la etapa de fermentado, seguido de la etapa de secado (Figura 2). Aspergillus
presentd mayor incidencia en los frutos verdes y granos secando de la colecta 2. Fusarium
presentd incidencia de 11% en frutos verdes y 14% en frutos maduros, con mayor incidencia
en la colecta 1.

Porcentaje (%)
1
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Penicillium Aspergillus Fusarium Otros géneros
mFrutos verdes mFrutos maduros Granos en fermentacion
Granos secando ® Granos en almacenamiento

Figura 2. Incidencia fingica en la primera (c1) y segunda colecta (c2) de los granos de caf¢ de
variedad Catimor en cinco etapas distintas

1.2.  Caracterizacion macroscopica de las colonias

Dentro de la diversidad de especies aisladas se priorizaron los géneros reportados como
toxigénicos. Con base en Pitt & Hocking (2009), a continuacién, se describen cuatro aislados
presentes en la Figura 3. El primer aislado de Penicillium sp. presentd colonia de textura
aterciopelada, verde claro, radialmente surcadas, exudado presente en el centro de amarillo
claro a marrén; en el reverso varia de amarillo a naranja intenso; colonias planas en MEA con
micelio blanco visible en el centro, con color semejante al presente en el medio CYA (Figura
3-1). El siguiente aislado de Penicillium sp. colonias planas y surcadas de superficie
algodonosa, micelio blanco en los margenes, verde opaco; reverso color amarillo palido; en
MEA colonias planas de color verde opaco con apariencia polvorienta; reverso palido a marrén
amarillento (Figura 3-2). El aislado de Aspergillus sp. es ligeramente surcado, algodonosa,
micelio blanco a amarillo brillante; reverso opaco a amarillo brillante; en MEA aterciopeladas,
produccion de conidios moderada, marrén; reverso de MEA marron opaco (Figura 3-3). El
aislado de Fusarium sp. presentd micelio blanco a rosa algodonoso; reverso palido a salmén
palido; en MEA colonias planas a moderadamente profundo con el centro de color salmoén a
salmon grisaceo; reverso salmon palido (Figura 3-4).
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Vista CYA anverso v reverso Vista MEA anverso v reverso

Figura 3. Apariencia de colonias en diferentes medios. Colonias de Penicillium sp. (linea 1y
2), colonias de Aspergillus sp. (linea 3), colonias de Fusarium sp. (linea 4).

1.3. Caracteristicas microscépicas de los aislados

Los hongos del género Fusarium, Penicillium y Aspergillus fueron reconocidos por las
caracteristicas microscopicas de sus cuerpos fructiferos, conididéforos y esporas. Algunas
imagenes estan condensadas en la figura 4.

1.4. Evaluacion del potencial toxigénico

Para el ensayo se utilizaron los aislados de los géneros Penicillium y Aspergillus. No se
detectaron hongos productores de toxinas, especificamente aflatoxina u ocratoxina A (Figura
5).
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Figura 4. Micrografias tomadas con microscopio de luz. a) Macroconidios de Fusarium sp.
ligeramente curvados con cuatro a cinco septos; b) Conididforos de Penicillium sp., de estipe
aspero y conidios lisos de color verde; ¢) Conidioforos de Penicillium sp., estipe liso y conidios
esféricos. d) Estipes de Aspergillus sp. de paredes lisas, vesicula ovalada.

Figura 5. Prueba de fluorescencia en medio agar coco, examinado bajo luz ultravioleta a 366
nm. A) Penicillium sp. hallado en granos fermentados-catimor. B) Aspergillus sp. hallado en
frutos verdes-catimor C) Penicillium sp. hallado en granos en la etapa de secado-caturra.

DISCUSION

Una cantidad diversa de especies fungicas ha sido descrita como contaminantes de los
granos. Esta contaminacion es influenciada por el tipo de manejo durante la fermentacion, los
periodos de secado, y el almacenamiento (Noonim et al., 2009). El café peruano suele ser
procesado mediante la via humeda, por lo que se estima que debe presentar menor
contaminacion fungica en comparacion al proceso seco donde la cascara y el mucilago no es
separado del grano (Iamanaka et al., 2014; Nigam & Singh, 2014).

Los hongos aislados durante la fermentacion fueron los géneros Aspergillus, Penicillium
y Fusarium, los cuales son comiinmente encontrados en esta etapa (Silva et al., 2000, 2008).
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El ambiente en el que son secados los granos de café influencia en el nivel de
contaminacion fingica. Los granos en proceso de secado se obtuvieron de secadores solares y
se considera que eso contribuyd a obtener menores porcentajes de granos infectados, en
comparacion a otras formas de secado, al sol y sobre mantas. Es importante destacar que se ha
encontrado que los granos de café secados en invernaderos, que son distintos a los secadores
solares, pueden presentar mayores niveles de contaminacion que los secados en suelo de
concreto o tablas de bambu (Maman et al., 2021). La incidencia de contaminacién del 60% de
hongos del género Penicillium en la etapa de secado, encontrada en Jaén, es proximo a lo
reportado por Suarez Quiroz et al. (2004) para las condiciones de México.

Durante el almacenamiento, la contaminacion fungica de los granos de café¢ verde se
podria introducir debido a la humedad restante y el periodo de almacenamiento extendido
(Maman et al.,, 2021). Las muestras recolectadas con dos semanas en almacenamiento
mostraron un 15% de infeccion del género Penicillium en la segunda colecta de granos
almacenados.

Considerando cada tipo de muestra de grano de café, en Caturra se reporta la aparicion
de Aspergillus spp. en dos muestras. Para los granos de café Catimor, estuvo presente en una
muestra solamente. La menor abundancia de Aspergillus podria deberse a los efectos del
biocontrol que ejercen las levaduras Pichia y Hanseniaspora que son comunes durante el
fermentado (de Souza et al., 2017; Masoud & Kaltoft, 2006). Otro factor podria ser las
condiciones ambientales que no fueron suficientemente calidas y himedas para las exigencias
requeridas por este género ((Gil-Serna et al., 2014).

Es importante tener en cuenta que las especies de Penicillium que son reportadas como
no toxigénicas, podrian no ser un peligro latente, suponiendo que no son patoégenos, y, al
contrario, podrian presentar algunos potenciales beneficios para las plantas, como mayor acceso
a nutrientes, proteccion contra la desecacion, proteccion contra insectos que se alimentan de la
superficie, y proteccidon contra hongos parasitos y otros microbios (White, 2000). Es importante
destacar que hongos como Penicillium pueden tener otras funciones importantes en el ambiente,
como la solubilizacion de fosfatos (Asea et al., 1988; Nahas, 1996; Whitelaw et al., 1999).
Ademas, la presencia de mohos alojados en los granos de café puede influenciar en la calidad
organoléptica de la bebida final. La presencia de estos microorganismos puede estar relacionada
a las practicas agricolas, condiciones de cultivo, condiciones y temperatura de almacenamiento
y transporte.

CONCLUSION

Los frutos verdes, maduros, granos fermentados en proceso de secado y en
almacenamiento, presentaron presencia de hongos, independiente de la variedad de café. Hubo
variabilidad en la incidencia de hongos entre colectas y dependiendo de la variedad para las
distintas etapas de muestreo. No se detectaron hongos potencialmente productores de AFLA u
OTA. Eso no significa que estos no existan por lo que es necesario que los monitoreamientos
de los campos de produccion sean periddicos.
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