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Incidencia y distribucién de hongos filamentosos durante el proceso de beneficio himedo del
café. El café es una de las bebidas mas tradicionalmente consumidas a nivel mundial. Durante su cultivo
y procesamiento puede ser contaminado por diversos microorganismos, entre ellos los hongos filamento-
sos. En este trabajo se identificaron las especies presentes a lo largo del beneficio himedo. Ademas se
analizo6 la correlacion entre el origen de la muestra, las especies presentes y la capacidad de producir
micotoxinas; el manejo de la muestra, las especies presentes y la capacidad de producir micotoxinas; y la
etapa de procesamiento de las muestras, las especies presentes y la capacidad de producir micotoxinas.
Se determind el contenido de Ocratoxina A 'y se estudio la relacién entre origen y manejo de la muestra y
el contenido de micotoxinas en los granos.

Palabras Claves: Aspergillus, inocuidad, micotoxinas, aflatoxinas, ocratoxinas, Geotrichum, Penicillium,
Rhizopus.

Incidence and distribution of filamentous fungi during the wet milling process of coffee. Coffee is
one of the most traditionally consumed beverages worldwide. It can be contaminated by a wide variety of
microorganisms during growth and processing, among which filamentous fungi can be found. In this work
we identified species present throughout the wet milling process. We analyzed the correlation between
origin of the sample, species present and ability to produce mycotoxins; management of the sample, spe-
cies present and ability to produce mycotoxins; and stage of processing, species present and ability to
produce mycotoxins. We also determined the content of Ochratoxin A and studied the relationship be-
tween the origin and management of the sample and the content of mycotoxins in the beans.

Keywords: Aspergillus, safety, mycotoxins, aflatoxins, ochratoxins, Geotrichum, Penicillium, Rhizopus.

INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas tradicio-
nales en el mundo, e ingrediente de una gran
cantidad de alimentos. Su calidad esta condi-
cionada por una serie de factores entre los que
se incluyen variedad, condiciones climaticas,
método de cultivo, procesamiento y almace-
namiento (Batista et al. 2009; Soliman 2005).
El objetivo del proceso de beneficio del café
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es remover la pulpa, el mucilago, el pergami-
no y la pelicula plateada que rodean la semilla
para la obtencién del grano limpio conocido
como café oro (Batista et al. 2009). La con-
taminacion microbiana puede ocurrir a lo
largo del cultivo, el procesamiento el almace-
namiento y la vida de anaquel de los granos.
La accion microbiana opera en detrimento de
la calidad e inocuidad del producto final; ella
depende principalmente de factores ambienta-
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les que se dan durante el cultivo y almacena-
miento del producto (Batista et al. 2003; So-
liman 2005; Perrone etal. 2007; Almeida
et al. 2007). Bacterias y hongos filamentosos
han sido reportados en pulpa y granos de café
procesados en paises productores y consumi-
dores de café, por lo cual, la acumulacion de
micotoxinas representa un riesgo constante
(Almeida et al. 2007; Magnoli et al. 2007;
Luna, Lozada, y Trigos 2010). La principal
preocupacion de estos reportes son las mico-
toxinas, metabolitos secundarios toxicos de
ciertas especies de hongos, que producen en
seres humanos y animales sindromes llamados
micotoxicosis. Son neuro y nefrotoxicas, on-
cogénicas, teratogénicas, y afectan a los sis-
temas inmunolégico, neurolégico y respirato-
rio (Perrone etal. 2007; Arrda Alvarenga,
Moura Mendez y Fernandez Rios, 2013). En
el café se ha reportado frecuentemente la pre-
sencia de ocratoxina A (OTA), aflatoxinas
(AF) y patulina (PAT) (Magnoli et al. 2007;
Luna, Lozada, y Trigos 2010). Debido a que
durante el proceso de beneficio el café es
transformado a través de la exposicion a una
serie de condiciones diferentes de humedad y
temperatura que predisponen a la aparicién de
microorganismos, especialmente hongos fila-
mentosos, la acumulacion de micotoxinas
representa un riesgo constante. Especies del
género Aspergillus, incluyendo A. niger, A.
flavus, A. ochraceus y Penicillium han sido
reportadas como las aisladas con mayor fre-
cuencia en las muestras de café (Almeida
et al. 2007; A. P. Magnoli et al. 2008; Batista
etal. 2009; Luna, Lozada y Trigos 2010).
Considerando todo lo anteriormente expuesto,
la presente investigacion se realiz6 con el
objetivo de determinar la presencia de hongos
potencialmente micotoxigénicos asociados al
proceso de beneficio himedo del café. La
identificacion de la micobiota es fundamental
para determinar el potencial y la habilidad de
los aislados de producir micotoxinas. Se pue-

de presuponer que los aislados obtenidos
tendran potencial para producir micotoxinas
que contaminen el café. En este trabajo se
estudid la incidencia de hongos presentes a lo
largo del proceso de beneficio himedo de los
granos en cuatro fracciones, a mitad del pro-
ceso de secado y en café seco.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras

Se colectaron 25 submuestras de 250 gra-
mos cada una de la cosecha del dia de la va-
riedad Oro Azteca (Coffea arabica), de dos
puntos en el Estado de Veracruz: Teocelo
(manejo convencional, con uso de productos
fitosanitarios) e Ixuatlan del Café (manejo
organico, sin aplicacion de productos fitosani-
tarios). Café de altura, en ambos casos, bajo
sombra boscosa. Una vez etiquetadas y emba-
ladas de forma adecuada, en bolsas de papel
madera y embaladas en cajas, las muestras
fueron transportadas al Laboratorio de Parasi-
tologia Molecular de la UAAAN, en Buena-
vista, Coahuila, donde fueron procesadas
segun el sistema de beneficio himedo del café
24 horas después de la toma de muestras. En
el estado de Coahuila fue realizado todo el
trabajo posterior a la toma de muestras.

Aislamiento e identificacién de hongos

Se estudi6 la incidencia de hongos presen-
tes luego de la finalizacion del proceso de
fermentacién, a los seis dias de secado, a los
12 dias de secado en pista de cemento y en
café oro. Los granos fueron desinfestados con
hipoclorito de sodio al 1% siguiendo el proto-
colo de Batista et al. (2003). Posteriormente
diez granos fueron sembrados por triplicado
en placas de Petri con PDA (papa dextrosa
agar) y MSA60% (malta sal agar 60 gramos
por litro de medio de cultivo). Se incubaron a
27 °C y luz constante por siete dias. Todas las
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colonias fueron identificadas a nivel de género
por medio de la observacién de caracteristicas
macro y microscopicas y el uso de claves
taxonémicas (Barnett y Hunter 1998). Los
resultados de la micobiota se expresaron como
porcentaje de hongos presentes en las distintas
partes del grano y etapa de procesamiento del
café, en el pergamino, exocarpo, endocarpo y
endospermo de los granos (Marasas y Nelson
1987).

Identificacion de hongos potencialmente
micotoxigénicos

Todos los hongos con caracteristicas ma-
croscopicas consistentes con los géneros As-
pergillus fueron purificados en Czapek agar.
Se realizaron cultivos monoconidiales por
medio de diluciones seriadas, que se identifi-
caron por medio del uso de claves taxonémi-
cas (Samson and Pitt 2000; Klich 2002;
Abarca et al. 2004; Samson et al. 2007).

Cuantificacion de micotoxinas y determi-
nacion de potencia toxigénica

La cuantificacion de AF y OTA en café
pergamino y verde se realizd en el Laborato-
rio de la Unidad de Granos y Semillas de las
Escuela de Postgrado en Cuautitlan Izcali,
Estado de México, utilizando los kits Aflatest
y Ochratest de Vicam Technologies (Vicam
1999a; Vicam 1999b). Las cepas de la Sec-
cién Flavi ademas fueron sembradas en Agar
Coco para su observacion bajo luz ultravioleta
(Davis, lyer and Diener 1987).

Andlisis estadistico

El disefio estadistico fue completamente al
azar. Se estudio el porcentaje de incidencia de
cada hongo a lo largo del proceso de beneficio
himedo del café. Se realiz6 un ANAVA con
el uso del Test LSD Fisher. Se analizé ademés
la correlacion entre la incidencia de hongos
presentes y la parte del grano analizada, y

entre la incidencia de hongos presentes y la
etapa del proceso, por medio del coeficiente
de Spearman.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras analizadas se identifica-
ron: Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus,
Aspergillus niger, Geotrichum sp., Penici-
Ilium sp. y Rhizopus sp. en PDA (Tabla 1) y
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergi-
llus carbonarius, Aspergillus glaucus, Geotri-
chum sp., Penicillium sp. y Rhizopus sp. en
MSA60% (Tabla 2). En MSA se observ6 una
mayor diversidad de especies presentes pro-
bablemente debido a que al retener agua como
consecuencia de la presencia de sal en su
constitucion, permite el crecimiento de espe-
cies con necesidades de agua inferiores (Maz-
zani, Luzén and Chavarri 2007). Los hongos
identificados coinciden con lo reportado en
trabajos anteriores, siendo los de género As-
pergillus, Secciones Nigri y Flavi, los mas
frecuentemente aislados. El objetivo fue iden-
tificar Aspergillus de las Secciones Flavi y
Nigri dada su alta frecuencia de aparicion en
granos de café y su capacidad de produccion
de micotoxinas, especialmente OTA y AF
(Abarca et al. 2004; Horn 2007).

Se observaron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia de hongos presentes en
PDA y MSA60%. Rhizopus sp. fue el hongo
con mayor incidencia de aislamiento tanto en
PDA como en MSA,; a pesar de ser considera-
do como un contaminante de poca importan-
cia dado que no es productor de micotoxinas
al crecer y desarrollarse sobre los granos,
produce diversos metabolitos asociados a
estos procesos. Ademas, la liberacion de agua
y gases producto de su respiracién aumentaria
el contenido de humedad del grano, lo que
podria posibilitar la contaminacién con otros
microorganismos secundarios. Una alta inci-
dencia de Rhizopus sp. podria ademas indicar
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deficiencias en el proceso de secado del gra-
no.

Tabla 1. Incidencia de hongos filamentosos en el
proceso de beneficio himedo de café en PDA.

Hongo Media

Geotrichum sp. 0,87 A
Aspergillus flavus 0,99 A
Aspergillus glaucus 1,35 A
Aspergillus niger 1,92 A
Penicillium sp. 2,93 A
Rhizopus sp. 17,44 B

Medias con una letra en comdn no son significativamen-
te diferentes (p > 0,05).

Tabla 2. Incidencia de hongos filamentosos en el
proceso de beneficio himedo de café en MSA60%.

Hongo Media

Aspergillus carbonarius 0,05 A
Geotrichum sp. 0,16 A
Aspergillus glaucus 0,63 A B
Aspergillus niger 1,90 A BC
Penicillium sp. 2,78 B C
Aspergillus flavus 4,29 C
Rhizopus sp. 8,02 D

Medias con una letra en comun no son significativamen-
te diferentes (p > 0,05).

No se observaron diferencias significativas
en cuanto al origen de la muestra (Teocelo o
Ixuatlan) y la incidencia de los diferentes
hongos presentes a lo largo del proceso de
beneficio himedo en PDA. Tampoco se ob-
servaron diferencias significativas en cuanto
al sistema de manejo de la muestra (conven-
cional en Teocelo y organico en Ixualtan) en

PDA. Sin embargo en MSA 60% las diferen-
cias fueron significativas; esto podria deberse
a que MSA 60% permite el crecimiento de
especies con menores necesidades de agua, y
a que el crecimiento de los hongos aflatoxigé-
nicos y ocratoxigénicos esta condicionado por
factores de pH, humedad y actividad del agua
(Spadaro et al. 2010).

En lo que respecta a las etapas del proceso
de beneficio, en PDA se observaron diferen-
cias significativas entre partes del grano y dias
de secado. La incidencia de hongos filamento-
sos fue menor a medida que el grano dismi-
nuyé su contenido de humedad. En el perga-
mino que rodea a la semilla se observé una
alta contaminacién por Rhizopus sp. en la
primera etapa de secado, probablemente debi-
do a su elevado contenido de humedad; la
incidencia mas alta de patégenos se dio en el
pergamino del grano a los seis dias de secado.
En MSA 60% también se presentaron diferen-
cias significativas al analizar las diversas eta-
pas del proceso de beneficio himedo. Coinci-
dentemente con lo obtenido en PDA, la mayor
contaminacién se dio en el pergamino a los
seis dias de secado. Esto podria deberse a que
el pergamino es la capa mas externa que rodea
al grano y por tanto sufre mayor exposicion a
las condiciones del ambiente y hongos conta-
minantes secundarios.

El pergamino de café se encuentra princi-
palmente constituido por fibras, proteinas y
grasas, por tanto es sustrato propicio para el
crecimiento de hongos saprofitos.

Se ha indicado que las mayores contami-
naciones en el grano de café se producen en
su parte externa, siendo la contaminacién
interna hasta un tercio inferior (Batista et al.
2003).

Al estudiar los factores que podrian in-
fluenciar a la micobiota durante el proceso de
beneficio himedo no se observé correlacion
entre la incidencia de los hongos filamentosos
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Tabla 3. Incidencia de hongos filamentosos durante el proceso de beneficio himedo del café.

Etapa del proceso Media Etapa del proceso Media
Pergamino 12 dias de secado 1,11 A Endocarpo 6 dias de secado 1,19 A
Endocarpo 12 dias de secado 1,94 A B Pergamino 12 dias de secado 1,51 A
Endospermo 12 dias de seca- 2,27 A B Endospermo 12 dias de seca- 1,67 A B
do do
Post fermentacion 3,62 A B Endocarpo 12 dias de secado 2,14 A B C
Endocarpo 6 dias de secado 3,89 A B Endospermo 6 dias de secado 2,30 B C
Endospermo 6 dias de secado 5,21 B Post fermentacion 3,33 C
Pergamino 6 dias de secado 10,46 C Pergamino 6 dias de secado 571 D

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes ((p > 0,05).

presentes con respecto a su origen geografico,
manejo y etapa del proceso de beneficio en
PDA ni en MSA60%.

Es importante destacar que la contamina-
cién microbiana puede ocurrir desde la cereza
hasta la finalizacion del proceso de beneficia-
do humedo del café. Al identificar los diferen-
tes tipos de hongos filamentosos presentes a
lo largo del proceso de beneficio himedo y
tomar acciones encaminadas a la reduccion de
aquellos potencialmente micotoxigénicos, se
asegura la calidad e inocuidad del producto
final (Bucheli y Taniwaki 2002; Batista et al.
2009).

Finalmente, se cuantificd el nivel de AF y
OTA en café pergamino y verde. En las mues-
tras analizadas no se detectd la presencia de
AF a pesar de la importante incidencia de
hongos de la Seccion Flavi. Sorprendentemen-
te los resultados difieren de lo reportado por
Nakajima et al. (1997) y Soliman (2002),
quienes cuantificaron niveles de AF variables
en hasta 75% de las muestras analizadas en
café verde. La ausencia de AF en las muestras
de grano analizado podria explicarse por el
hecho de que en café existen ciertos compues-
tos, como diterpenos, cafeina y taninos, que
tienen accidn protectora contra las AF (Cavin
et al. 1998; Hasan 1999). Otro aspecto llama-
tivo es que en 100% de los aislamientos de A.
flavus sembrados en Agar Coco se observo
fluorescencia bajo luz ultravioleta, lo que
indica de manera cualitativa su potencial pro-
ductor de AF.

En cuanto a OTA en Teocelo se detectaron
niveles promedio de 1,73 ppm en café perga-
mino y 0,8 ppm en café verde. En Ixuatlan,
0,79 y 0,49 respectivamente, lo que indica
menor contenido de OTA en café orgénico. La
diferencia en estos valores, en cuanto a conte-
nido absoluto de OTA podria deberse a que en
los cafetales manejados organicamente se
utilizaron bioproductos a base de Bacillus sp.
y Trichoderma sp. Estos organismos poseen
diferentes mecanismos para competir con
otros hongos, entre ellos los productores de
micotoxinas. A pesar de estos valores, no se
observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas.

CONCLUSIONES

Durante el proceso de beneficio himedo
del café tanto en cafetales de manejo conven-
cional como organico se observo la presencia
de siete especies de hongos filamentosos,
entre ellas especies potencialmente micotoxi-
genicas: Aspergillus flavus, Aspergillus niger
y Penicillium sp. No se encontré relacion
entre el origen de la muestra, el tipo de mane-
joy las especies de hongos presentes. Tampo-
co se pudo determinar la presencia de correla-
cion entre la acumulacion de OTA y el mane-
jo y origen de la muestra. No se detecto la
presencia de AF en los granos de café estu-
diados, de acuerdo a las condiciones de este
estudio. Aun asi, no existen diferencias signi-
ficativas al analizar los datos estadisticamente.

17



Steviana Vol. 6. 2014. Arrua A. et al. Incidencia y distribucidn de hongos filamentosos durante el proceso
de beneficio himedo del café

Es importante profundizar estudios sobre mi-
cotoxinas en café en México, sobre todo aque-
llos destinados a la identificacion de puntos
criticos de contaminacién a lo largo de la ca-
dena productiva y asi prevenir la ocurrencia
de las mismas.
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