Rev. Fac. Agron. (UCV) 43 (1): 07-13. 2017.

Mohos toxigénicos asociados a granos de caraota (Phaseolus
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RESUMEN

La caraota (Phaseolus vulgaris L..) es uno de los cultivos de mayor importancia para el continente americano;
considerandose un recurso alimenticio de gran valor nutricional, de bajo costo y accesible a todos los estratos
socioeconémicos de la poblacién. Sin embargo, los granos de caraota son colonizados por mohos, los cuales
alteran las fracciones nutritivas, y algunos sintetizan metabolitos téxicos, denominados micotoxinas. Estas
son carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas, y afectan a la salud publica y animal. El objetivo de esta
investigacién fue detectar y cuantificar la incidencia de mohos toxigénicos asociados a granos de P vulgaris.
Se analizaron 27 muestras de granos de caraota blanca, roja y negra (dos marcas comerciales y una a granel)
comercializados en la ciudad de Maracay, estado Aragua. Se utilizé6 un disefio de bloques al azar, con tres
repeticiones por muestras y tres muestreos, conformando nueve tratamientos. Se detectaron y se cuantificaron
los mohos, utilizando el método de siembra directa de 100 granos enteros, previamente desinfectados con
NaClO 1,5% por 30s. Se sembraron de 12-13 granos/placa en la superficie del medio malta sal agar (pH
5,8). Después de ocho dias de incubacién (£24-26 °C) se cuantificaron los mohos totales y por especies. Se
identificaron nueve especies fiingicas referidas a los géneros Aspergillus, Penicillium y Eurotium. Los mohos de
mayor incidencia (>30%) fueron: Penicillium citrinum y Eurotium amstelodami, y de baja incidencia (< 15%)
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Aspergillus terreus, Aspergillus
oryzae y Aspergillus ochraceus. La presencia de especies fiingicas toxigénicas en los granos evaluados representan
un riesgo potencial para la salud piblica y animal, por la posible contaminacién con micotoxinas.
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Toxigenic molds associated with beans (Phaseolus vulgaris 1L..) marketed in the city of Maracay, Aragua

state, Venezuela

ABSTRACT

Caraota (Phaseolus vulgaris L..) is one of the most important crops for the American continent; considered
a nutritional resource of great nutritional value, low cost and accessible to all socioeconomic strata of the
population. However, the beans are colonized by molds, which alter the nutritive fractions and some synthesize
toxic metabolites called mycotoxins. The mycotoxins are carcinogenic, mutagenic and teratogenic, and affect
public and animal health. The objective of this investigation was to detect and quantify the incidence of toxigenic
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molds associated with P. vulgaris beans. Twenty seven samples of white, red and black beans (two commercial
brands and one in bulk) marketed in the city of Maracay, Aragua state, were analyzed. A randomized block
design was used, with three repetitions per sample and three samples, forming nine treatments. The molds
were detected and quantified, using the direct sowing method of 100 whole grains, previously disinfected with
1.5% NaClO for 30s. Twelve-thirteen grains / plates were seeded on the surface of the medium malt agar salt
(pH 5.8). After eight days of incubation (£ 24-26 °C) the total molds and the species were quantified. Nine
fungal species related to the genera Aspergillus, Penicillium and Eurotium were identified. The molds with
the highest incidence (>30%) were: Penicillium citrinum and Eurotium amstelodami, and of low incidence
(< 15%) Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Aspergillus terreus,
Aspergillus oryzae and Aspergillus ochraceus. The presence of toxigenic fungal species in the grains evaluated
represents a potential risk for public and animal health, due to the possible contamination with mycotoxins.
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INTRODUCCION

La caraota (Phaseolus vulgaris L..) es uno
de los granos de consumo de mayor importancia a
nivel mundial y nacional, pertenece a la familia de
las Fabaceae y es originaria del continente americano
(Mora, 1997; Bressani, 2002). En la mayoria de los
paises de América Latina se le conoce como frijol,
poroto, faba y bean. Venezuela es el tinico pais donde
se le conoce con el nombre de caraota, siendo los
granos de color negro los de mayor consumo seguido
de los blancos y los rojos (Granito et al., 2009).

Los granos de caraota son una fuente alimenticia
muy importante, ya que aportan cerca del 5% de
proteina, 6 a 7% de hierro y 8% de vitamina B,
ademas de la presencia de compuestos bioactivos como
la fibra dietética, que junto con el almidén resistente
previenen la incidencia de enfermedades relacionadas
con el transito intestinal en los seres humanos (Garcia

et al., 2009).

Los granos de caraota estan expuestos al ataque
de diversos factores abiéticos como temperatura,
humedad, dafios mecanicos, labores de cosecha,
postcosecha, almacenamiento inadecuado (altas
temperaturas y mayor contenido de humedad de los
granos) y biéticos como dafios por insectos, mohos
(hongos filamentosos) y bacterias.

LLa acci6n de estos factores y la composicién
nutricional de los granos de caraota constituyen un
excelente sustrato para el crecimiento de mohos, que
alteran el valor nutritivo y comercial, y ocasionan
la pérdida de su calidad. A su vez, la colonizacién
fangica es de interés, ya que algunas especies
sintetizan micotoxinas, las cuales son carcinogénicas,

mutagénicas y teratogénicas, y afectan la salud pablica
(Krygsheld et al., 2013). La presencia de mohos en un
alimento no indica necesariamente una contaminacién
con micotoxinas pero si es un factor de riesgo en caso
de que ésta se sintetice (Chavarri et al., 2014).

En Venezuela y a nivel mundial son pocas las
investigaciones publicadas sobre la incidencia de
mohos en granos de caraota; pero se ha detectado las
especies fungicas: Aspergillus flavus Link, Aspergillus
niger Van Tieghem, Aspergillus terreus Thom,
Aspergillus candidus Link, Aspergillus fumigatus
Fres, Aspergillus ochraceus Wilhelm, Aspergillus
tamarii Kita, Penicillium citrinum Thom, Fusarium
solani (Mart.) Sacc, Fusarium acuminatum Ellis
& Everhart, Fusarium semitectum Sensu Wollenw,
Fusarium verticillioides (sacc.) Nirenb, FEurotium
chevalieri L. Mangin, Alternaria spp. y Rhizopus
spp. (Castillo et al., 2000; Caruso, 2005; Permuy
et al., 2008; Montoya y Castano, 2009; Narcise et
al., 2013).

El objetivo de esta investigacién fue detectar
y cuantificar la incidencia de mohos toxigénicos
asociados a granos de P, vulgaris comercializados en
la ciudad de Maracay, estado Aragua, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién y recoleccién de las muestras

LLa investigacién se llevé a cabo en el
Laboratorio de Micotoxicologia del Instituto de
Quimica y Tecnologia de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela (UCV)
Se analizaron nueve muestras de un kg de granos
de caraotas blancas, rojas y negras (seis para dos
marcas comerciales y ftres para una muestra a
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granel). Las muestras de las marcas comerciales
fueron adquiridas en supermercados y las de a granel
en mercados populares, todos distribuidos en la
ciudad de Maracay, estado Aragua, Venezuela. Se
realizaron tres muestreos con 15 dias de diferencias
entre los mismos, adquiriendo 1 kg por muestra. Los
tratamientos se presentan en el Cuadro 1.

Deteccién y cuantificacién de mohos
totales y por especies

Se detect6 y se cuantificé la incidencia de mohos
toxigénicos, utilizando el método de siembra directa
de cien (100) granos seleccionados (granos enteros,
con la cubierta intacta, sin dafios mecanicos ni por
insectos) del total de lkg para cada presentacién
(Singh et al,, 1991). Bajo una campana de flujo
laminar, los granos se desinfectaron con hipoclorito
de sodio (NaClO 1,5%) durante 30s y lavados tres
veces con agua destilada estéril. Luego se secaron
en placas de Petri con papel de filtro estéril. Se
sembraron de 12-13 granos/placa sobre la superficie
solida del medio agarficado de Malta-Sal-Agar
(MSA), de pH 5,8. Se incubaron durante ocho
dias a temperatura ambiente (* 24-26 °C) y con
alternancia de 12 horas luz y 12 de oscuridad.

"Transcurrido el periodo de incubacién, se evalué
con la lupa estereoscépica el nimero total de granos
colonizados y las especies de mohos con mayor incidencia

(Singh et al., 1991; Malvar, 1995; Mazzani et al.,
1999; Mazzani et al., 2008; Houssou et al., 2009).

Cuadro 1. Identificacién de los tratamientos por
muestras de granos de caraota blanca, roja y negra,
comercializados en la ciudad de Maracay, estado
Aragua, Venezuela.

Tratamientos Procedencia de la muestras
1 MICB
2 M2CB
3 M3CB
4 MICR
5 M2CR
6 M3CR
7 MICN
8 M2CN
9 M3CN

Marca comercial 1 (M1), Marca comercial 2 (M2), A granel (M3),
Caraota blanca (CB), Caraota roja (CR) y Caraota negra (CN)

Para determinar el porcentaje de incidencia de
mohos totales y por especies en granos de caraota, se
utilizaron las siguientes formulas (Mazzani, 1998):

Porcentaje de incidencia total de mohos

(%ITM):

Granos colonizados por mohos totales
X 100

Y =
#IT™M Total de granos sembrados

Porcentaje de incidencia de especies de

mohos (%IEM):

loni i h
Granos colonizados por especie de mohos X 100

%IEM =
Total de granos sembrados

Se determiné el porcentaje de incidencia de
las especies de mohos en particular y los totales,
utilizando la escala de Mazzani (1998), segiin sea
la incidencia: baja (0-15%), intermedia (16-30%) y
alta (>30%).

Los hongos aislados se conservaron en tubos de
ensayos con el medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) en
cufia, a pH 5,8. Los tubos se dejaron a temperatura
ambiente por ocho dias (Mazzani, 1998). Una vez
transcurridos los ocho dias, se colocaron a bajas
temperatura (5 °C) hasta realizar el proceso de
identificacién.

Identificacién de los mohos

Para la 1dentificacién de los mohos, se
utilizé la descripcién taxonémica (macroscépica y
microscépica) realizada por Onions et al. (1981),
Singh et al. (1991), Samson et al. (1995) y las
especies fingicas aisladas se sembraron en placas
servidas con el medio Czapeck agar a pH 5,8, bajo
una campana de flujo laminar. Dichas placas fueron
incubadas en bolsas herméticas estériles por ocho
dias, a temperatura ambiente (+24-26 °C) y con
alternancia 12 horas luz y 12 de oscuridad. Después
de la incubacién se describieron macroscopicamente
las colonias obtenidas, segiin las caracteristicas
de crecimiento, presencia de anillos concéntricos,
exudados, color de la cara superior de la colonia y el
reverso, el didmetro de la colonia, la abundancia del
micelio aéreo, entre otros.

En la evaluacién microscépica se midieron las
estructuras fiingicas de interés taxonémico (conidios,
conidioforos, metula, fialides, cabeza conidial, entre
otros), cada estructura fue medida 100 veces para
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luego obtener un promedio, para ello se realizaron
preparados entre porta y cubre objeto y la técnica de
impresiéon en cinta plastica. LLos montajes se hicieron
en azul de lactofenol (azul de algodén 0.05g, acido
lactico 20g, cristales de fenol 20g, glicerina 40g, agua
destilada 20 ml), y posteriormente, con la ayuda
de un microscopio compuesto, se realizé el estudio
morfométrico de las distintas estructuras de interés
taxonémico. Estas descripciones fueron comparadas
con las claves micolégicas y manuales ilustrados que
sirvieron de apoyo para la identificacién (Onions et

al., 1981; Singh et al., 1991; Samson et al., 1995).
Disefio y analisis estadistico

Se utilizé6 un disefio de bloques al azar, con
tres repeticiones por muestras y tres muestreos,
conformando nueve tratamientos. Los resultados
obtenidos fueron analizados a través del programa
SPSS Statistics (SPSS, 2008), mediante un analisis
de varianza con un nivel de significancia de 0,05. Se
realiz6 la comparacién de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia total de mohos

Se encontr6 diferencia  estadisticamente
significativa en la incidencia fiingica total (toxigénica
y no toxigénica) y no significativa entre la incidencia
fingica por especie toxigénica y la procedencia de
las muestras, observiandose contaminacién tanto en
las muestras provenientes de las marcas comerciales
como en las de a granel. Estos resultados difieren
a los obtenidos por Montoya y Castafio (2009), en

Colombia, quienes encontraron que la incidencia
fangica varia con la procedencia de las muestras. Sin
embargo, los valores absolutos de la incidencia fingica
total de la presente investigacién, reflejaron que las
muestras de las marcas comerciales presentaron
la mayor contaminacién fingica; lo que se podria
asociar a la gran cantidad de impurezas presentes en
ellas. Estos resultados coinciden con la investigacién

realizada por Narcise (2009).
Micobiota toxigénica

De acuerdo a la comparacién de medias de
Tukey en los mohos totales (Cuadro 2), el tratamiento
5 present6 la mayor incidencia fiingica, resultando
ser significativamente diferente a los tratamientos
1,3,4,6,8 y 9. Los tratamientos 5,2 y 7 presentaron
incidencia fingica alta (73,66; 46,66 y 43,33%;
respectivamente); los tratamiento 8, 9, 3, | presentaron
incidencia fingica intermedia (25,33; 24,00; 19,00
y 17,00%, respectivamente) y baja incidencia en
los tratamientos 6 y 4 (14,33 y 2,33%), segin los
criterios de evaluacién seguidos por Mazzani (1998).

En esta investigacion se detectaron e identificaron
nueve especies fingicas (Figura 1), referidas a los
géneros Aspergillus, Penicillium y FEurotium. Las
especies detectadas fueron: Aspergillus flavus Link,
Aspergillus niger Van Tieghem, Aspergillus oryzae
(Ahlburg), Aspergillus ochraceus Wilhelm, Aspergillus
terreus Thom, Aspergillus candidus Link, Aspergillus
versicolor (Muill.) Tira Boschy, Penicillium citrinum
Thomy Eurotium amstelodami Mangin, especies
realmente relevantes por su capacidad de producir
micotoxinas que afectan la salud piblica y animal (Singh

Cuadro 2. Porcentaje de incidencia promedio de mohos totales y por especies identificadas en las muestras de
granos de caraota blanca, roja y negra, comercializados en la ciudad de Maracay, estado Aragua, Venezuela.

Tratamientos AF! AN? AO? AOC* AT ACS AV’ PC3 EA’° ™"
1 1,44 0,66 0,11 0 0 0,76 0,33 7,47 5,45  17,00b"
2 3,22 1,78 0,76 0,23 0,23 2,78 0,78 8 28 46,66ab
3 0,44 0,11 0 0 0 0,22 0,11 2,11 4,55 19,00b
4 0 0 0 0 0 0,11 0,11 1,11 0,52 2,33b
5 4,89 0,11 0,33 0,11 0 0,11 3,55 24,63 20,67 73,67a
6 0,22 0 0 0,23 0 0,66 0 7,86 1,56 14,33b
7 15,57 0,56 0,33 0,86 0,11 8,11 1,78 447 48 43,33ab
8 0,22 0,23 0 0,55 0 0,76 LIt 11,78 833 2533ab
9 1,67 1,22 2,11 1 0 2,11 1,67 8,89 4,28 24,00b
Total 27,67 4,67 3,64 2,98 034 1562 944 76,32 78,16

' AF:Aspegillus flavus, 2AN: Aspergillus niger, >AQO: Aspergillus oryzae, *AOC:Aspergillus ochraceus, *AT:Aspergillus terreus, °AC:Aspergillus
candidus, ’AV:Aspergillus versicolor, 8PC:Penicillium citrinum, °EA:Eurotium amstelodami, '"TM: Total mohos

""Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas segin la prueba de Tukey (P<0,05).
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Figura 1. Mohos toxigénicos aislados e identificados en los
granos de caraota blanca, roja y negra: Aspergillus flavus Link
(1), Aspergillus niger Van Tieghem (2), Aspergillus oryzae
(Ahlburg) Cohn (3), Aspergillus ochraceusWilhelm (4),
Aspergillus terreusThom (5), Aspergillus candidus Link (6),
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tira Boschi (7), Penicillium
citrinum Thom (8), Eurotium amstelodami Mangin (9). Grano
colonizado en el medio de cultivo Malta Sal Agar (MSA)
(A), colonia aislada en el medio de cultivo Czapek Agar (cara
superior) (B) y (cara inferior) (C), vista al microscopio de luz

en 400X (D).

etal, 1991; Samson et al., 1995; Onions et al., 1981;
Houssou et al., 2009; Krijgsheld et al., 2013).

La incidencia promedio total de las especies
fangicas por tratamiento fue intermedia para A. flavus
(27, 67%) y A. versicolor (15,62%), alta para P,
citrinum (76,32%) y E. amstelodami (78,16%). En
las otras especies fingicas identificadas la incidencia
en los tratamientos fueron bajas (<15%) (Cuadro
2). En el caso de la incidencia de cada especie
por tratamiento se encontré que P. citrinum estuvo
presente en todos los tratamientos; sin embargo,

presenté una incidencia intermedia en el tratamiento
5 (24,63%) en comparacién con el resto de los
tratamientos donde la incidencia fue baja. LLa especie
E. amstelodami, potencialmente toxigénica, presentd
una incidencia intermedia de 28 y 20% para los
tratamientos 2 y 5; para el resto de los tratamientos
la incidencia fue baja (0,52-8,33%) (Cuadro 2).
Por otro lado, A. flavus y A. versicolor, estuvieron
presentes en ocho tratamientos con baja incidencia. A.
candidus se detect6 en los nueve tratamientos siendo
su incidencia baja (< 15%). A. niger solo se presenté
en siete tratamientos con baja incidencia (0,11-
1,78%). Las especies con menor incidencia (< 15%)
fueron: A. oryzae (detectado en cinco tratamientos)
A. ochraceus (detectado en seis tratamientos) y A.
terreus (detectado en dos tratamientos) (Cuadro 2).

Los resultados de la incidencia fingica por
especie detectados en los granos de caraota negra
vari6 de intermedia (16-30%) a alta (>30%), éstos
resultados coincide con los encontrados por Caruso

(2005), Narcise (2009) y Narcise et al. (2013), en

trabajos previos realizados en Venezuela.

Diversos estudios en granos de caraotas han
sefialado la incidencia de especies referidas a los
géneros Aspergillus, Penicillium y Eurotium (Freitas
y Scussel, 2002; Permuy et al., 2008; Montoya y
Castario, 2009), lo que coincide con la presente
investigacién.L.a presencia de especies del género
Aspergillus es de especial interés, ya que en éste se
ubican la mayoria de los mohos con capacidad de
sintetizar micotoxinas (Domiyjan et al., 2005).

LLa micobiota detectada en caraota negra y
roja es similar a otras indicadas en investigaciones
realizadas en Espafa, donde sefialan la presencia
de los géneros Penicillium y Aspergillus con una
mayor incidencia (>30%) (Diaz y Tello, 1994). Asi
mismo, Barros et al. (1998) y Houssou et al. (2009)
mencionaron que las especies toxigénicas A. niger y
A. flavus son las de mayor incidencia en estos granos.

Por su parte, Permuy et al. (2008), a través de
un estudio en Cuba, sobre la micobiota contaminante
en granos de caraota, detectaron alta incidencia
(>30%) de especies fingicas referidas a los géneros
Aspergillus y Penicillium, estos resultados coinciden
con la presente investigacién. Por lo tanto, estos autores
senalaron que la presencia de especies pertenecientes
a estos géneros, se debe a un mal manejo integrado
de los granos a nivel industrial, malas condiciones de
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almacenamiento, transporte inadecuado y la presencia
de insectos que sirven como medio de transporte de
microorganismos, generando dafios y pérdidas. Sin
embargo, Jouany (2007) menciona que los mohos
son los organismos ma&s Ilmportantes que atacan
a los granos de caraota en almacenamiento, y los
géneros mencionados anteriormente son los de mayor
frecuencia en esas condiciones (mayor contenido de
humedad y temperaturas altas entre 25-35 °C).

CONCLUSION

Los granos de caraotas blanca, roja y negra
son un sustrato ideal para el crecimiento de mohos,
ya que se evidencié de baja a alta incidencia fingica
total. Se aislaron e identificaron nueve especies de
mohos de los géneros Aspergillus, Penicillium y
Eurotium. La presencia de mohos toxigénicos en los
granos de caraota indica que hay un riesgo potencial
de contaminacién con micotoxinas. Por lo tanto, es
necesaria la cuantificacién de micotoxinas en estos
productos.
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