Aislamiento de cepas de Aspergillus niger, productoras de ocratoxina A, en café verde
(Coffea arabica) almacenado
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Isolation of strains of Aspergillus niger which produce ochratoxin A, isolated
in stored green coffee (Coffea arabica)

Abstract. Strains of fungi which produce ochratoxins were isolated in green coffee (Coffea
arabica) which was stored for seven months in three warehouses from a coffee-growing
region of Mexico. The same time the OTA content was determined using the immunoaffinity
method. The values found initially (after two months storage) fluctuated between 1.2 to 7.7
ppb and then did not vary significantly after the following five months. While these values
have not increased to levels not permitted during storage due to natural conditions of
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humidity and temperature characteristics of the study region; 100% of strains of Aspergillus
niger were found to potentially produce these mycotoxins under uncontrolled conditions of
temperature and humidity. For this reason, this document presents the quantification
ochratoxin A in green coffee with Ocratest™, with an assessment of the ability of OTA
production by native strains of Aspergillus in three coffee industries differentin Mexico.
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Resumen. Se llevd a cabo el aislamiento de cepas productoras de ocratoxinas en café
pergamino (Coffea arabica) almacenado durante siete meses en tres beneficios de una
region productora en México. Paralelamente, se determiné el contenido de ocratoxina A
(OTA) por el método de inmunoafinidad. Si bien, los valores iniciales (después de 2 meses de
almacenamiento) fluctuaron entre 1.2 a 7.7 ppb, no aumentaron a niveles no permitidos
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después de 5 meses de almacenamiento, debido a que las condiciones naturales de
humedad y temperatura, caracteristicas de la region estudiada no favorecieron el desarrollo
fungico; no obstante, el 100% de las cepas de Aspergillus niger encontradas mostré
posibilidades de producir dichas micotoxinas, si las condiciones de temperaturay humedad
no se controlan. Por tal motivo, en el presente trabajo se presenta una metodologia
combinada de deteccion de OTA comercial (inmunoafinidad), con la valoracion de la
capacidad productora de OTA por cepas nativas de Aspergillus en tres almacenes de café de
unaregion productora de México.
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Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por mohosde los  (Peraica et al., 1999; Bayman y Baker, 2006). Se distribuye
géneros Aspergillus y Penicillium, de éstas, la ocratoxina A mundialmente, y es com(n que se encuentre contaminando
(OTA) es la méas importante, dada su frecuencia y toxicidad los granos de café pergamino (verde) al igual que otros
Autor para correspondencia: Angel Trigos alimentos como cereales, vino, jugo de uva, cervezay pan, asi

arigos@uv.mx como en todo tipo de productos alimenticios de origen animal
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(Levi et al., 1974; Mérquez y Trigos, 2007; Peraica et al.,
1999; Pohland, 1993; Romani, et al., 2000; Tsubouchi et al.,
1987).

La susceptibilidad del café a la contaminacion por
estos hongos (Peraica et al., 1999) es debida a que, por
razones econémicas, permanece almacenado durante largos
periodos, generalmente sin control de la humedad y la
temperatura; y debido a que se trata de un alimento de amplio
consumo, la poblacién tiene una elevada probabilidad a ser
contaminada por esta toxina, ya que el tostado de café noesun
proceso que asegure su total destruccion, por lo que una taza
de café podria contener cantidades elevadas de ocratoxinas
(Carrillo, 2003), las cuales, por presentar gran afinidad con
las proteinas plasmaticas, aseguran su persistencia en el
organismo (LApez de Cerain, 2000).

Por todo lo anterior, se requiere que todos los
involucrados con el beneficio, almacenamiento,
acondicionamiento, venta y consumo, del producto, cuenten
con herramientas de laboratorio para el control de las
ocratoxinas y, en especial, de la OTA. Por tal motivo, el
presente trabajo presenta una metodologia combinada de
deteccion de OTA comercial (inmunoafinidad), con la
valoracién de la capacidad productora de OTA por cepas
nativas de Aspergillus en tres almacenes de café de una region

productoraen México.

El muestreo se realizd en tres periodos: en el mes de
mayo (poco después del término de la cosecha); en el mes de
julio (etapa intermedia) y en el mes de octubre, antes de
empezar la siguiente cosecha. Se utilizé una modificacion de
la técnica recomendada por la NOM-188-SSA1-2002
(Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano y
animal); para ello, cada almacén se dividi6 en 5 zonas (4
puntos periféricos y 1 central) y se tomd una muestra
compuesta por cada una de ellas, formada por 10 puntos a
diferentes profundidades y distancias. Lo anterior se efectud
con pala de plastico desinfectada, con capacidad de 100 g. Las
muestras se depositaron en bolsas de poli-papel. Los tres
almacenes estudiados se encuentran en el municipio de
Coatepec, Veracruz, México.

Las condiciones de temperatura y humedad en cada
almacén se midieron en cada una de sus cinco zonas, con un
termémetro digital con higrdmetro calibrado (marca GB).

La determinacién de humedad del grano de café
pergamino verde se realizé de acuerdo con la NOM-F-083-
1986 (determinacion de humedad en productos alimenticios),
secando 2.5 g de granos de café pergamino triturados en un
crisol a 100 °C por 20 min, repitiendo esta operacién hasta
obtener un peso constante.

Para observar qué medio favorecia el crecimiento

fangico de los hongos de interés, se colocaron granos de café

Figura 1. Desarrollo de colonias fungicasa partir de granos de café inoculados en: a) medio Czapeck-dox, b) medio PDAY c¢) camara

himedad.

Tabla 1. Concentracién de ocratoxina (ppb) al primer mes y a los seis meses de almacenamiento en tres beneficios de café en la region

de Coatepec, Veracruz

Beneficio 1 Beneficio 2 Beneficio 3
(muestreo) (muestreo) (muestreo)
Zona Mayo Octubre Mayo Octubre Mayo Octubre
1 6.5 7.0 6.2 5.8 6.3 19
2 39 5.4 2.2 2.3 2.9 6.4
3 35 6.2 1.3 5.1 3.1 6.0
4 23 3.4 1.2 5.8 2.2 6.0
5 27 5.5 1.2 4.7 2.7 78
Promedio 378+16 552+1.3 242+22 473114 34416 562+22
Diferencia +1.74 +2.31 +2.17

* Muestreo mayo (1 mes de almacenamiento).
**  Muestreo octubre (6 meses de almacenamiento).

en cajas petri con agar papa dextrosa (PDA), con agar Czapek
y en cdmara himeda, en relacion de 10 granos por caja, para
posteriormente ser incubadas durante 2 a 7 dias a 27 °C. Se
realizaron las resiembras necesarias para obtener cultivos
puros y proceder a su identificacion por observacion
morfologica (NOM-111-SSA1-1994; Carrillo, 2003).

Para la identificacion de las especies fungicas se
observaron caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
los cultivos aislados. El estudio macroscopico se realiz6 a
simple vista, observando color y forma de crecimiento de los

micelios. Inmediatamente se procedio a realizar el estudio

microscopico, donde se observd la morfologia de los
conidiéforos y las dimensiones de los conidios a partir de
tejido micelial tefiido con azul de lactofenol. Para la
identificacién de estructuras morfologicas se usaron
referencias bibliograficas y fotografias (Abarca, 2000; Serra
etal., 2006; Antolin-Ayala, 2003).

Todos los aislamientos flngicos caracterizados
como Aspergillus niger, obtenidos de los tres muestreos de
cada beneficio, se inocularon en medio Czapek (20 mL) y se
incubaron durante 26 dias a 27 £ 1 °C. Transcurrido este

periodo, se determind la concentracién de ocratoxinas de un
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Figura 2. Diferencias macroscépicas de aislamientos de A. niger: a) micelio blanco con pigmento amarillo difundido en el medio, b)

micelio amarillo sin pigmento, y ¢) micelio blanco sin pigmento.
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homogenizando de 20 mL de agar y micelio siguiendo el
procedimiento comercial de Vicam Ochratest ™, (1999) que
incluye el método de imunoafinidad y la posterior
cuantificacién por fluorescencia. Las muestras se evaluaron
por triplicado y ademas se consider6 un control con medio de
cultivosinindculo.

Con referencia los resultados y acorde a lo reportado
por Carrillo (2003), el medio Czapeck-dox favorecié el
desarrollo de cultivos de los géneros Aspergillus y
Penicillium a partir de granos de café, en contraste con el
medio PDAY camara himeda, que favorecieron el desarrollo
de Mucor y Rhizopus (Figura1).

Aspergillus niger fue la especie encontrada con
mayor frecuencia, ya que del total de los tres muestreos, el
86%, 87% y 88% de los granos, generaron cultivos de esta
especie, corroborando lo reportado por Burdaspal y Legarda
(1998) y Pardo et al. (2004). En tanto que A. flavus, A.
fumigatusy Penicillium sp. fueron las especies mas escasas.

Asi, los aislamientos de A. niger, desarrollados en
medio Czapek-dox, mostraron diferencias macroscopicas
generales los cuales se clasificaron en tres grupos: micelio
blanco con pigmento amarillo difundido en el medio, micelio
amarillo sin pigmentoy micelio blanco sin pigmento (Figura
2).

Huimieadad relativa (% )

Figura 3. Porcentajes de humedad relativa registradosa lo largo
de 6 meses de almacenamiento de café pergamino en tres
beneficios. Notese que en el beneficio 2 fue donde se
reportaron inicialmente los valores menores y los mas altos al
final del experimento.

El 100 % de las muestras de café analizadas presento
contaminacion con ocratoxinas A con valores que fluctuaron
desde 1.2a7.8 ppb, paralos dos muestreos (Tabla 1).

Como era de esperarse, en los tres beneficios se
encontrd un incremento en la concentracién de OTA (Tabla
1), apoyando la hip6tesis de que tanto la temperatura como la
humedad son dos factores influyentes para la sintesis de
ocratoxinas, lo cual coincide con los mayores incrementos de
concentraciones de ocratoxinas, y con los valores mas altos de
humedad y temperatura del beneficio 2 (Figuras 3 y 4),
durante el almacenamiento del café, coincidiendo con lo
descrito por Denli y Pérez (2006). Dicho beneficio report6
los valores iniciales mas bajos y los finales mas altos de
humedad relativa, asi como el mayor rango de aumento de
temperatura, en los meses de junio y julio, mientras que el
beneficio 1, que fue el que presentd menor variacién en los
incrementos de humedad y temperatura, mostré el menor
aumento en la concentracion de ocratoxinas (1.74 ppm). No
obstante, lahumedad relativa siempre fue superior al 60 %.

Se encontr6 que la produccion de OTA variaba de
acuerdo con las diferencias morfoldgicas de los aislamientos
desarrollados en medio Czapek-dox, de tal modo que, los
cultivos que presentaron crecimiento flngico con coloracién

amarilla difundida al medio produjeron cantidades bajas de
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Figura 4. Promedio de porcentajes de temperatura en cada
beneficio, a lo largo de los 7 meses de almacenamiento de café
pergamino en donde se observan los valores mas altos durante
los meses de junio y julio en el beneficio 2.

Tabla 2. Produccion de ocratoxinas (ppb) en 21 aislamientos de A. niger (A-U), segln sus caracteristicas macroscopicas
observadas a partir de micelio desarrollado en medio de cultivo Czapek dox, incubado durante 26 dias a 27 £ 1°C

Tipo de Micelio
Cultivos Amarillo Blanco Blanco
sin pigmento pigmento amarillo* sin pigmento

A 56.5 £ 0.31
B 444.0+1.20
C 71.5+0.61
D 6.6+0.35
E 124.0+£0.96
F 19.4+0.50
G 2254.0%£7.73
H 9.9+0.35
| 214.0£0.46
J 40.2+£0.35
K 18.1+0.12
L 19.5+0.21
M 37.0£0.10
N 67.1+£0.31
@] 50.9£0.50
P 55.9+£0.31
Q 2.3+0.30
R 118.0+0.15
S 134.0£0.12
T 122.0+£0.21
U 39.5+0.29

* Pigmento difusible en el medio.

ocratoxinas (Tabla 2); sin embargo, es conveniente resaltar
que so6lo se encontraron dos aislamientos en todas las
muestras que se analizaron en este trabajo. Lo anterior,
concuerda con Marquez et al. (2007) al encontrar que una
cepade A. nidulans que tenia bloqueado el metabolismo de las
micotoxinas, producia pigmento de color amarillo.

En contraste, los cultivos de micelio blanco sin
pigmentacion en el medio, produjeron concentraciones
mayores de OTA y fueron ademas, los aislamientos méas
encontrados. Asi, como se puede notar, el 100 % de los
aislamientos fueron productores de ocratoxinas en medio de
cultivo; no obstante, la potencialidad de cada uno de ellos
varié, al obtenerse valores desde 6.6 ppb hasta 2254.0 ppb de
ocratoxina A por aislamiento (Tabla 2).

En conclusion, el 100 % de las muestras analizadas

se encontraron contaminadas por hongos del género
Aspergillus; de éstas, el 87 % correspondieron a A. niger. La
presencia del género Penicillium fue minoritaria y sélo se
presentd en el 9.3 % del total de la poblacién; asi mismo, el
100 % de las muestras de café analizadas presentaron
concentraciones de OTA por debajo de los limites permitidos
por la normatividad mexicana (1.2 a 7.7 ppb); no obstante, los
aislamientos de A. niger encontrados fueron capaces de
producir in vitro valores importantes de estas micotoxinas, en
especial aquellos que presentaron micelio blanco sin
pigmentacion en el medio, de acuerdo con lo reportado por
Marquez etal. (2007).

Los resultados obtenidos, muestran por un lado la
importancia del control de las condiciones de temperatura y

humedad relativa durante el almacenamiento de café
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pergamino, asi como de la cuantificacion de ocratoxinas,
directa en producto complementada con el aislamiento y la
evaluacidn del potencial sintético de las cepas fangicas en el
control de café, ya que un café mal almacenado y
monitoreado, potencialmente puede desarrollar el
crecimiento de hongos capaces de producir micotoxinas muy

por encimade limites superiores a las normas establecidas.
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