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ABSTRACT

Objective: To identify the mycobiota associated to coffee beans (Coffea sp.) collected in the state of Chiapas, Mexico, as
well as the incidence and levels of contamination by total aflatoxins and ochratoxin A.

Design/methodology/approach: To obtain representative samples of coffee beans, visits were made to the main
producing and storage areas in seven regions of Chiapas, from March 2006 to December 2007. From each sample,
100 grains were taken, sterilized and sown in PDA medium. The isolated fungi were identified at genus or species level.
The identification of mycotoxins was performed by ELISA and the Ridasoft Win Software version 1.45 was used for their
quantification.

Results: Twenty-five genera/species of fungi were identified, with Aspergillus being the prevalent genus, followed by
Penicillium, Fusarium, Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium and Pestalotia. A. niger, A. flavus, A. ochraceus and A.
clavatum were identified. There was a difference in the incidence of fungi between grain type and sampling regions.
Regarding mycotoxins, there were differences according to type of grain and origin of the sample. Total aflatoxins were
not found at high levels, but high levels were found for ochratoxin A.

Study limitations/implications: Total aflatoxins in coffee do not show levels of risk to health, but ochratoxin A is present
in risky levels for human health.

Findings/conclusions: The incidence of fungi and contamination with mycotoxins is variable, depending on the type of

coffee bean, region and year of sampling.
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RESUMEN

Objetivo: Identificar la micobiota asociada a granos de café (Coffea sp.)
recolectados en Chiapas, México, asi como la incidencia y niveles de
contaminacion por aflatoxinas totales y ocratoxina A.
Disefio/metodologia/aproximacion: Para obtener muestras represen-
tativas de granos de café, se realizaron recorridos por las principales
zonas productoras y de acopio en siete regiones de Chiapas, de marzo
del 2006 a diciembre del 2007. De cada muestra se tomaron 100 gra-
nos, se esterilizaron y sembraron en medio PDA. Los hongos aislados
se identificaron a nivel de género o especie. La identificacion de mico-
toxinas se realizd mediante ELISA y para su cuantificacion se utilizo el
Software Ridasoft Win version 1.45.

Resultados: Se identificaron 25 géneros y especies de hongos, siendo
Aspergillus el género prevalente, sequido de Penicillium, Fusarium,
Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium vy Pestalotia. Se identifico
a A. niger, A. flavus, A. ochraceus y A. clavatum. Hubo diferencia en
la incidencia de hongos entre tipo de grano y regiones de muestreo.
Respecto a micotoxinas, hubo diferencias segun tipo de grano y origen
de la muestra. Las aflatoxinas totales no se encontraron en niveles
altos, pero para ocratoxina A, se registraron niveles altos.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Las aflatoxinas totales en café
no muestran niveles de riesgo para la salud, pero la ocratoxina A, esta
presente en niveles de riesgo para la salud humana.
Hallazgos/conclusiones: La incidencia de hongos y la contaminacion
con micotoxinas es variable, dependiendo del tipo de grano de café,
region y aflo de muestreo.
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alimentaria.
INTRODUCCION
son metabolitos secun-
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por cepas toxigenicas de varios géneros y especies de hongos. Los factores
mas importantes asociados con el crecimiento de los hongos y la produc-
cion de micotoxinas son la humedad ambiental relativa, humedad del gra-
no, disponibilidad de agua en el grano, temperatura de almacenamiento,
ventilacion y niveles de oxigeno atmosférico, integridad de la cuticula del
grano y presencia de material extrafio en el grano (Lacey, 1989). Las aflato-
xinas son el grupo de micotoxinas mas importantes desde el punto de vista
de salud publica, ya que se consideran agentes carcinogénicos potentes.
Constituyen un grupo de metabolitos heterociclicos sintetizados princi-
palmente por los hongos Aspergillus flavus (Link) vy Aspergillus parasiticus
(Speare), (Smith y Ross, 1991). Aun cuando existen diversos tipos de aflato-
xinas, la mas frecuentemente sintetizada por estos hongos es la aflatoxina
B1, que se caracteriza por ser la mas toxica. La exposicion de animales a
aflatoxinas, especialmente la aflatoxina B1, puede resultar en hepatotoxico-
sis, mutagenesis, inmunosupresion, teratogénesis o carcinogeénesis (Leeson
etal, 1995).
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Los hongos del género Aspergillus
pueden crecer en diferentes sus-
tratos, incluyendo granos de café
(Coffea sp.). Estos son susceptibles
a la invasion de hongos en cualquier
momento de su produccion, pro-
cesamiento, transporte y almace-
namiento. En los productos alma-
cenados, los factores que determi-
nan el crecimiento de Aspergillus vy
la produccion de aflatoxinas son la
humedad y temperatura de almace-
namiento. Una humedad relativa de
80-85% frente a una humedad del
grano cercana a 17% y temperatu-
ras de 14 a 35 °C son las condicio-
nes ideales para la produccion de
aflatoxinas (Osweiller et al., 1985).
Estas condiciones son similares a
las que se presentan comunmente
en zonas tropicales como Chiapas,
Meéxico, tanto en las zonas de pro-
duccion como de almacenamiento
del grano.

La Ocratoxina A (OTA) es una mico-
toxina nefrotoxica y carcinogénica,
capaz de causar efectos adversos
en la salud de animales y su pro-
ductividad, (Leeson et al, 1995).
También juega un papel en algunas
enfermedades de humanos y re-
cientemente se ha clasificado en el
grupo 2B por la Agencia Internacio-
nal de Investigacion para el cancer
(IARC, 1993). La toxicologia general
de la OTA fue revisada por la Orga-
nizacion Mundial de la Salud, (WHO,
2001). La presencia de OTA en pro-
ductos vegetales fue reportada por
primera vez en 1969 en muestras de
maiz (Shotwell et al., 1969). Estudios
posteriores han mostrado que esta
micotoxina se puede encontrar a ni-
vel mundial en granos de cereales,
de café y otros productos (Krogh,
1987). En granos verdes de café se
reportd por primera vez en 1974 y
posteriormente se ha demostrado



‘ Garrido-Ramirez et al. (2018)

su presencia en café tostado (Stu-
der-Rohr et al., 1995) y café soluble
(Pittet et al,, 1996). En Chiapas, el
cultivo del café es importante, tan-
to por la superficie plantada como
por su papel en la generacion de
empleos (100,000 empleos al afio).
Anualmente se cosechan 235,761
ha, con una produccion de 343,772
toneladas (Siap, 2017; Secretaria del
Campo, 2010). Al igual que otros
cultivos, el café esta expuesto a la
infeccion de una diversidad de hon-
gos, tanto en el campo como en el
almacen; algunos de estos hongos
tienen el potencial de ser micotoxi-
genicos. Trabajos preliminares han
puesto de manifiesto la presencia
de hongos del género Aspergillus y
Penicillium asi como de aflatoxinas
y ocratoxinas (Garrido et al., 2007),
lo cual puede constituirse en un
problema de salud publica y de co-
mercializacion.

Los hongos que producen aflatoxi-
nas y ocratoxinas son comunes en
climas calidos y humedos (Beardall
y Miller, 1994), sin embargo, existe
poca informacion sobre la conta-
minacion por estas micotoxinas en
café en Chiapas, México, por lo que
el objetivo del presente estudio fue
identificar la micobiota asociada
a granos de café recolectados en
dicho estado, asi como la inciden-
cia y niveles de contaminacion por
aflatoxinas totales y ocratoxina A en
dichos granos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de granos de café

Para obtener muestras represen-
tativas de café (Coffea arabica L.
Coffea canephora L)), se realizaron
recorridos por las principales zo-
nas productoras y de acopio en el
estado, seleccionando almacenes
representativos, en las regiones So-
conusco, Costa, Centro, Altos, Frai-

lesca, Selva, y Norte del estado de
Chiapas. Se realizaron 19 recorridos
en 21 municipios, obteniéndose un
total de n=229 muestras de grano
de café.

Las fuentes de recolecta variaron
desde productores individuales, que
conservan su café para su consumo,
hasta almacenes y comercializado-
ras, con una buena infraestructura
de almacenamiento, lo que mues-
tra la variacion en las condiciones
en que se acopia y comercializan el
café. En relacion con el tipo de gra-
no recolectado (Cuadro 1), el mayor
numero de muestras fueron de café
en pergamino convencional con
n=108, y n=21 de pergamino or-
ganico, lo cual represento el 56.2%
del total recolectado. La siguiente
presentacion importante por su fre-
cuencia fue de café en oro, en sus
presentaciones de convencional,
organico o robusta, las cuales repre-
sentaron el 24.1%, y el resto fue de
café en cereza.

Aislamiento e identificacion de
hongos asociados a los granos

de café

Las muestras recolectadas se con-
servaron en bolsas de papel, en el
Laboratorio de Fitopatologia, del
Campo Experimental Centro de
Chiapas (CECECH), del Instituto Na-
cional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pe-
cuarias (INIFAP), en Oco-
zocoautla, Chiapas, en

Cova, 1988); se tomo una muestra
de 100 granos por muestra, previa-
mente esterilizados y se colocaron
en cajas Petri con medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Las ca-
jas se incubaron a temperatura am-
biente durante una semana, al cabo
de la cual se realizaron las obser-
vaciones de los hongos presentes;
se realizaron transferencias y pre-
paraciones temporales para hacer
observaciones al microscopio y la
identificacion se realizd a nivel de
género, usando claves taxonomicas
y manuales especializados (Barnett
y Hunter, 1998; Christensen, 1982;
Farr et al., 1995; Klick y Pitt, 1988;
Leslie y Summerell, 2006; Raper y
Fennell, 1965). Se realizaron trasfe-
rencias para purificar colonias, obte-
niéndose cultivos monosporicos de
cepas representativas de Aspergillus
spp., y Penicillium spp. Los culti-
vOS monosporicos identificados se
transfirieron a tubos con PDA en
plano inclinado y tapados con algo-
don y parafilm, se incubaron por 8
d, después de lo cual se les agrego
aceite mineral esterilizado, para su
conservacion a 4 °C.

Identificacion y cuantificacion

de micotoxinas

De los granos recolectados se tomo
una submuestra para el analisis de
aflatoxinas totales y ocratoxina A. La

Cuadro 1. Muestras de café (Coffea sp.) recolectadas.

Tamarfio de
muestra

donde se realizaron ais- Cerezo 21 9.2
lamientos de los hongos Cerezo borbdn 1 04
asociados a los granos Cerezo robusta 03 10.0
de café colectados, con Oro 45 197
énfasis en hongos mico- Oro Organico 8 35
toxigénicos  (Aspergillus Oro robusta > 09
spp. y Penicillum spp.), Pergamino 108 471
p’ara.lo cual se 5|gg|eron Pergamino organico 1 92
técnicas estandarizadas ol 9 100
(Agrios, 2001; Romero-
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técnica usada fue la de ELISA, mediante el uso de jue-
gos de reactivos comerciales RIDASCREEN FAST para
Aflatoxinas totales y para ocratoxina A, de la compafia
R-Biopharm, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Debido a las caracteristicas de los granos de café, fue
necesario durante la extraccion, emplear columnas de
inmunoafinidad especificas para aflatoxinas totales o
para ocratoxina A, de la compafia R-Biopharm antes de
realizar la prueba de ELISA, para su clarificacion (Pittet et
al., 1996). Para la lectura de la absorbancia (a 450 nm), se
uso un espectofotometro de micropozos marca BIOTEK
modelo EL301. Para la determinacion de la concentra-
cion de micotoxinas, se utilizo el Software Ridasoft Win
version 145 de R-Biopharm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de hongos asociados

a los granos de café

En general, se observo una amplia variabilidad de hongos
asociados a los granos de café, de los cuales se aislaron
21 hongos diferentes en una primera fase, y 25 en una
segunda, cuya diferencia entre fases fue de un afo. El
Cuadro 2 presenta los datos de frecuencia y porcentaje
promedio de contaminacion por muestra. Se registraron
hongos como Aspergillus niger y A. flavus que son los
mas frecuentes y con mayor contaminacion en ambas
fases, pero hay otros cuya presencia es variable segun el

ano, como, por ejemplo, A. ochraceus que en la primera
fase se aislo en el 22% de las muestras con una contami-
nacion del 1.1%; sin embargo, en la segunda fase no se
logro aislar en las muestras recolectadas.

Los principales hongos asociados al grano del café son
los del género Aspergillus, dentro de los que sobresalen
A. niger, A. flavus, A. ochraceus y A. clavatum (Figura 1).
Asimismo, se aislaron otros tres tipos de Aspergillus, sin
identificar la especie. Frecuentemente se aislo a hongos
del género Fusariumy Rhizopus (en 44.2% y 38.1% de las
muestras), aunque en niveles muy bajos (2.0% y 3.2% de
contaminacion del grano). Esto coindice con estudios
sobre hongos micotoxigenicos en café, reportados por
Rosas-Morales et al. (2003).

Identificacion y cuantificacion de micotoxinas

Aflatoxinas totales. A nivel general, 40 de las muestras
analizadas no presentaron contaminacion por aflatoxi-
nas totales (Figura 2), y con la excepcion de tres mues-
tras que presentaron niveles altos (entre 15 y 45 ppb),
la mayoria tiene valores bajos, siendo la mayor propor-
cion las muestras con un contenido de aflatoxinas entre
1.7y 5 ppb, lo cual es un nivel muy bajo de contamina-
cion y no representa un riesgo a la salud. Al observar la
contaminacion del café por aflatoxinas totales por afio
(fase), en general se tuvo una Mmayor contaminacion en

Cuadro 2. Frecuencia de hongos aislados en café y porcentaje promedio de contaminacién por muestra colec-

tada, durante dos afilos de observaciones.

Primera fase

Segunda fase

% muestras’ % Contaminacion? % muestras’ % Contaminacion?

Aspergillus niger 823 58.0 89.0 25.3
Aspergillus flavus 398 58 36.0 15
Aspergillus ochraceus 22.1 11 0.0 0.0
Aspergillus clavatum 115 04 5.0 0.15
Aspergillus sp.1 0.0 0.0 2.0 0.01
Aspergillus sp.2 0.0 0.0 40 0.01
Aspergillus sp.® 0.0 0.0 40 02
Rhizopus sp. 38.1 3.2 33.0 11
Mucor sp. 0.0 0.0 23.0 11
Fusarium sp. 442 2.0 28.0 0.6
Penicillum sp.l 44 17 30.0 11
Penicillum sp.’ 14.3 13 0.0 0.0
Curvularia sp. 21.2 14 6.0 0.01
Helminthosprium sp. 44 0.2 10 0.01
Monilia sp. 0.0 0.0 2.0 0.12

B Porcentaje de muestras con este hongo, del total de muestras recolectadas.
2 Porcentaje promedio de contaminacion por muestra (en 100 granos por muestra).



Figura1 Colonia en medio PDA y microfotografias (40X) de conifiédoros con cabezas de conidios
de Aspergillus niger (a), Aspergillus flavus (b), Aspergillus ochraceum (c) y Aspergillus clavatus (d).

la primera fase que en la segunda (Figura 3). En la primera fase, se registro
gran numero de muestras con niveles de contaminacion de 1.7 a 5 ppb de
aflatoxinas, en comparacion con el siguiente afio; en los niveles de aflatoxi-
nas menora 1.7 ppby de 15 a 45 ppb, el numero de muestras fue muy similar
para los dos afios. Asimismo, al revisar la contaminacion por region donde
se recolectaron las muestras, se observo que la region del Soconusco fue
donde las muestras tuvieron mayor contaminacion (Figura 4), a diferencia de
la Sierra, la Selva y los Altos, que presentaron los menores niveles de conta-
minacion por estas toxinas.

‘ Garrido-Ramirez et al. (2018)

Un analisis mas detallado se presen-
ta en el Cuadro 3, en la cual se in-
dica el nivel de contaminacion por
region y por afio. En el primer afio
de muestreo, en el Soconusco se
recolectaron las muestras con nive-
les mas altos, dos de ellas fueron al-
tas en su concentracion de aflatoxi-
nas totales. Esta situacion se repitio
para el sequndo afo, en el cual una
muestra de esta region presento los
niveles mas altos de contaminacion,
seguida por la region centro. Vale la
pena destacar que, en la Frailesca,
en la Selva y en los Altos se recolec-
taron las muestras mas limpias, sin
contaminacion o con niveles muy
bajos de aflatoxinas.

Respecto a la contaminacion por
tipo de grano y ano de recolects,
el Cuadro 4 presenta los promedios
de contaminacion cuantificados, se
puede ver que hubo diferencia entre
los aflos, con mas contaminacion
en el 2006 que en el 2007; asimis-
mo hubo diferencia entre tipos de
grano, con mas contaminacion en
pergamino en el afo 1, y en cerezo
robusta en el afio dos.

Ocratoxina A. En el caso de esta mi-
cotoxina, todas las muestras analiza-
das presentaron una contaminacion
mayor del estandar mas alto del jue-
go de reactivos (40 ppb) utilizado,
lo cual debe ser motivo de inves-
tigacion y confirmacion con otras
técnicas mas precisas, ya que esto
representa un factor de riesgo a la
salud humana, asi como de proble-
mas en la comercializacion. Estos
resultados confirman lo observado
en otras partes del mundo (Levy et
al., 1974: Sotwell et al., 1969; y Stu-
der-Rohr et al., 1995) o en México,
(Garrido et al., 2007); Rosas-Morales
etal, 2003), que manifiestan el ries-
go de contaminacion en granos de
café con esta micotoxina y que ha

Ny AGRR | 61



Agro productividad 11 (12): 57-64. 2018

84
52
40 42
I 3
; ; [ I

0 <17 1.7a5 5a15 15a45

Nivel de contaminacion (ppb)

©
o

No. de muestras

Muestras
2N WD OO N ®
Oo0oO0 OO0 oo oo
| IS I SN N S S E—

Figura 2. Contaminacion con aflatoxinas totales en granos de
Coffea sp., recolectados en Chiapas, México.
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Figura 4. Niveles de contaminacion por aflatoxinas en granos de Coffea sp., segun

la region de muestreo.

sido motivo de la realizacion de proyectos regionales
para cuantificar este problema (FAO, 2006).

Respecto a las especies de As-
pergillus productoras de OTA,
algunos estudios han mostrado
produccion en todas las espe-

Hafiol
r O afio 2
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Concentracion de Aflatoxinas (ppb)

Figura 3. Niveles de contaminacion por aflatoxinas en granos
de Coffea sp., segun afio de muestreo.

mientras que el 78.35% de los aislamientos de
Aspergillus carbonarium producen altas con-
centraciones de OTA (>25 ppb) (Tjamos et al,,
2004). Por otro lado, no se encontrd una co-
rrelacion entre la similaridad genética de ce-
pas de A. niger y A, carbonarius estudiadas y
el potencial de productor de OTA, aunque se
considera a A. carbonarius uno de los princi-
pales agentes productores de OTA en café y
uva (Schmidt et al., 2004). Considerando que
en este estudio se observd una frecuencia de
82 al 89% de muestras de café de las cuales
se aislo Aspergilllus niger, y las altas concen-
traciones de OTA observadas, es importante
considerar este riesgo para la salud y proponer

medidas para reducir tanto la infeccion como la pro-

duccion de OTA de café en Chiapas.

Cuadro 3. Niveles de contaminacion por aflatoxinas en granos de café (Coffea sp.) segun region

y afio de muestreo.

Fase/afio

o [ i [ a5 [ 5a5 [ as
0 2 0 0

AFLA (ppb)

cies evaluadas,. independiente- Altos 0 5
mente del cultivo (Varga et al., Centro 0 >3 5 0 20
1996), o solo e'n algunas espe— 1 railosca . c 1 0 0 I
cies de Aspergillus, dependien- Sierra 0 0 5 0 0 5

do del hospedante del cual se
. . . ) Soconusco 4 17 31 12 2 66

aisla; asi, por ejemplo, ninguna
. . . Subtotal por afio 11 27 59 14 2 113
cepa de Aspergillus niger aisla- A 5 0 0 0 0 5

. . tos

da de higo produce OTA (Medi-
. Centro 8 10 5 18 0 41

na et al,, 2005), mientras que en
. . Frail 3 0 0 0 0 3

otros estudios mencionan que 2 rariesca

solo 8.29% de aislamientos de Selva 6 0 6
A. niger obtenidos de uva (Vitis S0CONUSCo 3 15 20 10 ! 49
vinifera L) en Grecia producen Subtotal por afio 29 25 25 28 1 108
altas concentraciones de OTA, Total 40 52 84 42 3 221
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CONCLUSIONES Cuadro 4. Niveles de contaminacion por aflatoxinas en granos de café (Coffea sp.) segun el

xisten diferencias en la inci- afio de muestreo y tipo de grano.

dencia de hongos entre tipos . AFLA (ppb)

) Fase/afio

de grano de café, regiones y 0

afo de muestreo. Se aislaron Cerezo 2 6 0 1 14
25 géneros diferentes de hongos, Cerezo robusta 0 1 4 2 0 7
siendo Asperqgillus el género mas Oro 2 6 12 ) 0 22
frecuente, sequido de: Penicillium, 1 Oro organico 0 1 3z 0 0 4
Fusarium, Curvularia, Rhizopus 'y Pergamino 6 13 33 9 1 62
Helminthosporium. Existen diferen- Pergamino organico 1 0 5 1 0 4
cias en los niveles de micotoxinas Subtotal por afio 1 57 59 14 > 13
observados. Las aflatoxinas totales Cerezo 5 3 1 0 5
Nno muestran niveles de riesgo para Cerezo borbon 0 1 0 0 0 1
la salud en cafe, pero la ocratoxina Cerezo robusta 1 1 3 m 0 16
A, esta presente en niveles de riesgo o S ; p 3 | o1
a la salud en cafe.

2 Oro robusta 1 0 1 0 0
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