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RESUMEN

El mani (Arachis hypogaea) es un fruto seco con alto valor nutritivo que lo convierte en un sustrato ideal para el
crecimiento de hongos y la contaminacién por micotoxinas. En este estudio se determiné la presencia de hongos
con potencial micotoxigénico en mani procesado de manera artesanal, industrial y crudo proveniente de tiendas y
supermercados de la ciudad de Santiago de Cali. Se analizaron un total de 204 muestras de mani, 60 crudo, 60
industrial y 84 artesanal. El porcentaje de contaminacion se midié con e método de plaqueo directo en agar DRBC
y el andlisis cualitativo de aflatoxinas con agar Coco. En este estudio se realizaron 1824 aislamientos con un
porcentaje de contaminacion de 77,4%, 12,45% y 10,14% para mani crudo, industrial y artesanal respectivamente.
Los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus se presentaron con mayor frecuencia. Se encontré que 22 de 31
cepas de Aspergillus seccién Flavi dieron positiva para la prueba cualitativa de aflatoxinas.

Palabras clave: Arachis hypogaea , Hongos micotoxigénicos, plaqueo directo.

Mycotoxigenic fungi present in peanuts processed from artisanal and industrial way in
the city of Cali

ABSTRACT

The peanut (Arachis hypogaea) is a nut with high nutritional value that makes it an ideal
substrate for fungal growth and mycotoxin contamination. This study determined the presence
of fungi with mycotoxigenic potential in artisanal, industrial, and raw processed peanuts from
stores and supermarkets in the city of Santiago de Cali. A total of 204 peanut samples were
analyzed, 60 raw, 60 industrial and 84 artisanal. The percentage of contamination was
measured with the direct plating method on DRBC agar and the qualitative analysis of aflatoxins
with Coco agar. In this study, 1824 isolates were made with a contamination percentage of
77.4%, 12.45% and 10.14% for raw, industrial, and artisanal peanuts, respectively. The genera
Aspergillus, Penicillium and Rhizopus occurred most frequently. It was found that 22 out of 31
strains of Aspergillus section Flavi were positive for the qualitative aflatoxin test.

Key words: Arachis hypogaea , Mycotoxigenic fungi, direct plating..



INTRODUCCION

El cacahuate Arachis hypogaea pertenece a los cultivos oleaginosos mas relevantes del negocio agricola mundial.
Es nativo de América del Sur y cultivado en diversos paises de climas tropicales, sub-subtropicales y templados
célidos [1][2][3]. En Colombia es conocido con el nombre de mani. Esta semilla proviene de una planta leguminosa,
anual, perteneciente a la familia Fabaceae, considerada como un fruto seco, subterraneo, cultivado en suelos
profundos bien drenados y ligeramente acidos. [4][5] Este producto es de uso popular en la cocina colombiana y
es la base de numerosas preparaciones gastronémicas como cremas, mantequilla de mani, pasabocas, helados,
pasteles, entre otros muchos usos. En Colombia se produce principalmente en los departamentos de Cauca,
Narifio y Tolima. [6][7][8]

El mani es un cultivo rentable y confiable, en la actualidad ha tenido mas atencion de los consumidores por ser
una semilla saludable, ya que actia como una fuente de aceite mono insaturado saludable para el corazén, brinda
gran variedad de micronutrientes y compuestos bioactivos que ayudan a mejorar la espermatogénesis y la
cicatrizacion de heridas.[9][10] Es una semilla rica en carbohidratos, proteinas, lipidos, fibra entre otros nutrientes
que son esenciales para satisfacer necesidades nutricionales. Es uno de los frutos secos que se consumen con
mayor frecuencia en todas partes del mundo y ha suplido la carencia de proteinas de algunos paises en vias de
desarrollo. [11][12][13]

El alto valor nutritivo del mani lo convierte en un sustrato ideal para el crecimiento de hongos y la posible
contaminacion por micotoxinas.[14][15] Algunos investigadores han encontrado una correlacion positiva entre la
frecuencia de hongos micotoxigénicos en mani y niveles de micotoxinas. [16] [17] Las micotoxinas son metabolitos
secundarios producidos por estos microorganismos, siendo altamente cancerigenos y mutagénicos por lo cual
han atraido la atencién mundial debido a sus efectos toxicolégicos para humanos y animales que pueden causar
defectos de desarrollo y supresion del sistema inmunitario e incluso la muerte en algunos casos. [18] Los cultivos
de mani son susceptibles a enfermedades y plagas, que junto con algunas condiciones ambientales pueden
provocar el estrés en las plantas haciéndolas mas susceptibles a la contaminacién por hongos [19]. La presencia
de estos hongos esta condicionada por las fluctuaciones del clima, las lluvias, las altas temperaturas y la humedad
relativa, entre otros factores, condiciones que favorecen su proliferacion en las diferentes etapas del proceso de
elaboracion del producto [20][21].

La produccién artesanal, que generalmente es a pequefia escala, puede también incrementar el desarrollo de
estos hongos y sus metabolitos secundarios debido a que no cuentan con condiciones adecuadas para el
procesamiento de mani, comparado con técnicas industrializadas que tienen un mejor manejo de las buenas
practicas de manufactura y que cumplen los requisitos exigidos por las entidades reguladoras de Colombia. [22]
En Colombia se dispone de la Resolucion del Ministerio de Salud y Proteccion Social No. 4506 de 2013, en la cual
muestran los niveles maximos de aflatoxinas para productos derivados de cereales, entre ellos el mani para
consumo humano, con un nivel maximo de 15 pg/kg para mani que vaya a someterse a un proceso de seleccion
u otro tratamiento fisico. Se dispone en Colombia de la Norma Técnica Colombiana NTC 3581 sobre limites de
aflatoxinas totales en alimentos, la cual es de voluntaria adopcién y fue establecida en consenso por el ICONTEC.
[23]

Los cultivos de mani frecuentemente se ven afectados por especies de hongos del género Aspergillus, Fusarium
y Penicillium.[24][25][26] EI crecimiento de estos hongos se puede dar en todos los puntos del procesamiento del
mani, desde el cultivo, almacenaje de la materia prima, procesamiento, almacenamiento del producto terminado,
empagques, distribucién y en los puntos de venta [27].Se ha estimado que mas de cinco mil millones de personas
en paises en via de desarrollo estan en riesgo de exposicion a micotoxinas provenientes de alimentos[28][29]. La
presencia de estos microorganismos representa una amenaza potencial para la salud humana, siendo asi un
problema de seguridad alimentaria con grandes consecuencias monetarias y de materia prima.[30] El mani es un
alimento muy consumido en Colombia y se incluyen en muchas de las preparaciones tipicas de la zona andina
por lo que se comercializa todos los dias, tiene una gran demanda y hace parte de la canasta familiar. [31]; para
el aflo 2019 la produccién de mani en el pais fue de 7787.44 ton [32][33] y en el primer trimestre del 2021 se
importaron 3969 toneladas, un 51,02% que proviene de Argentina; el 28,65% de Estados Unidos, el 8,71 del Brasil
y el 11,59% se importa de otros paises como México y la India [34][35]. El gran consumo de este producto y la
incidencia de hongos micotoxigénicos como Aspergillus seccion Flavi (A. flavus), especies de Penicillium y
Fusarium a lo largo de la cadena de suministro es motivo de preocupacion por lo que se decidié hacer este estudio



que tuvo como objetivo Determinar la presencia de hongos con potencial micotoxigénico en mani procesado de
manera artesanal, industrial y crudo en tiendas y supermercados de la ciudad de Santiago de Cali, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

El muestreo se realizé en tiendas y supermercados de la ciudad de Santiago de Cali, departamento del Valle
del Cauca. La ciudad de Cali se encuentra a una altura promedio de 1000 metros sobre el nivel del mar, con
una temperatura media anual de 25.0°C y una humedad relativa del 72.2% segun el Instituto de Hidrologia,
meteorologia y estudios ambientales (IDEAM). [36] Para él estudio se analizaron un total de 102 muestras por
duplicado, de las cuales 30 fueron de mani sin procesar, 30 de mani procesado de manera industrial y 42 de
mani procesado artesanalmente. Los muestreos se realizaron cada 15 dias durante un periodo de 3 meses.
En cada muestreo se tomaron 17 muestras, de las cuales 5 de ellas fueron muestras de mani con marca
registrada (industrial); 5 de mani crudo comprados en supermercados de cadena y 7 muestras de mani
procesado de manera artesanal comprado en tiendas de barrio.

Desinfeccion de superficies

La desinfeccion de superficies se llevo a cabo mediante la inmersién de las semillas de mani en una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.4%. Se sumergieron entre 8 a 10 granos de mani por 2 minutos en la solucion y
se agit6é periddicamente, luego se retiréd el NaClO al 0.4%. Este proceso se realizé en vasos de precipitados de
250 a 500 ml. Una vez terminado el tiempo de desinfeccidn, se retiraron las semillas del NaClO y se sumergieron
por un minuto en agua destilada estéril, se utilizaron pinzas estériles para agitar las semillas y después se decanté
el agua. El proceso se realiz6 por triplicado (3) con cada una de las muestras de mani (crudo, industrial, artesanal).

Cultivo e identificacion de Hongos

Para determinar el porcentaje de contaminacién de las semillas de mani se utiliz6 el método de plaqueo directo
en agar DRBC dicloran rosa de bengala cloranfenicol.[37] Y para la identificacion de los hongos se realizaron
aislamiento purificados de los hongos aislados en cajas de Petri con agar DRBC (MERCK Ref. 100466)
[38]. Después de la desinfeccién y el enjuague, las semillas de mani se pusieron sobre el agar a razén de 8 a 10
semillas de mani por placa. Para este procedimiento se utilizaron pinzas estériles y se cubrieron las cajas con
esparadrapo. Las placas con las semillas se dejaron en posicién horizontal, durante 5 dias a 25 °C.

Identificacion de las cepas de hongos

La identificacion de los hongos se realizd segun las caracteristicas macroscopicas de las colonias, analizando su
anverso, el reverso, presencia de exudados, de pigmentos en el medio. Las observaciones microscopicas se
analizaron por disociacién de las colonias mediante el sistema de la cinta adherente y las dos agujas, ambos
procesos en azul de lactofenol. Las observaciones se realizaron en dos microscopios de la marca Olympus HX
21. Para la identificacién morfoldgica se utilizaron las descripciones y claves de Hoog y otros investigadores [39]
[40] [41].

Conservacion de las cepas de hongos

Las cepas de hongos aisladas del mani se conservaron en tubos de vidrio con agua destilada estéril y tapa de
plastico ajustada para evitar evaporacién de los aislados. Se ocuparon 5 tubos por cada cepa y se conservaron a
temperatura ambiente y en refrigeracion a una temperatura entre 5 — 7 °C. Se usaron tubos con agar inclinado
con el medio de cultivo Papa dextrosa agar (MERCK) y se inocularon con el hongo, se dejaron crecer y luego se
les agreg6 en la superficie aceite mineral estéril. Se taparon con esparadrapo para realizar revisiones cada 3
meses [42].



Andlisis cualitativo de aflatoxinas:

Se prepararon dos medios de coco, medio de agar de coco (CAM) y medio de agar con leche de coco (CMA)
respectivamente, con algunas modificaciones. En la preparacion CAM se obtuvo coco desecado localmente
(proteina 2 g, carbohidratos 22,5 g, grasa 17,5 g/50 g segln informe de la empresa). Se mezclaron 100 g de polvo
de coco desecado con 600 ml de agua caliente en un embudo de separacion. 350 ml de extracto claro se separaron
lentamente del fondo del embudo. CMA fue preparado con leche de coco local (proteina 0,65 g, carbohidrato 1,05
g, grasa 7,5 g/50 ml segun informe de la empresa). El pH de ambos medios se ajust6 a 6,8 con NaOH 2 N. Se
afiadié agar Bacto (15 g/l), la mezcla se calent6 a ebullicion y se sometié a autoclave durante 20 min a 1,05
kg/cm2, y se vierte en placas estériles. El centro de la placa estaba inoculado con 5 pl de suspensién de esporas
e incubado en la oscuridad a 28°C. La presencia o ausencia de un anillo de fluorescencia en el agar alrededor de
las colonias bajo luz ultravioleta después de 7 dias de incubacién fue anotado y los resultados se calificaron como
positivos 0 negativos. [43]

Analisis de resultados

Para los analisis se reportaron los porcentajes acumulados de las especies aisladas durante cada uno de los
muestreos. Los datos se reportaron por porcentajes de frecuencia de aislamientos. Por otra parte, los datos se
trataron de manera descriptiva a partir de los graficos de comparacion entre diferencias de porcentajes de variables
cualitativas, determinando el intervalo de confianza del 95%. Para describir, comparar y representar graficamente
las variables se utiliz6 el programa InfoStat versién 2018. Se aceptd un nivel de significancia con un error a = 0.05.

RESULTADOS

Los resultados del estudio muestran que de las 204 muestras analizadas se obtuvieron 1824 aislamientos de
hongos de los cuales 1412 (77,41%) provenian de las muestras de mani crudo, seguido de 227 (12,45%) del mani
de origen industrial y de 185 (10,14%) del mani hecho de manera artesanal; al hacer los andlisis estadisticos no
se encontraron diferencias significativas con un p — valor de 0,0592 (Chi cuadrado de Pearson).

El 95% de las cajas de Petri utilizadas para el plagueo directo dieron positivo para la presencia de hongos. Al
hacer la identificacién de las morfoespecies se logré determinar la presencia de 22 géneros de hongos, siendo el
género Aspergillus el encontrado con mayor frecuencia, en especial Aspergillus seccion Flavi (A. flavus) con un
porcentaje del 44,7% en mani crudo, 3,5 % en industrial y 13,5% en mani artesanal y Aspergillus seccion Nigri (A.
niger), con un porcentaje de 26,3% en mani crudo seguido de 7,5% en mani artesanal y 4,9% en mani industrial.
Rhizopus stolonifer fue otro de los hongos que crecié con mayor frecuencia, con un porcentaje de 28,5% en mani
crudo, 23,8% en mani artesanal y 14,1% en mani industrial; el género Penicillium spp con un porcentaje del 43,2%
en mani industrial, en los sustratos de mani crudo y artesanal su frecuencia fue del 0,2% y 5,4% respectivamente.
El numero de aislamientos y los porcentajes de contaminacion del mani de los hongos mencionados anteriormente
y de los demé&s hongos encontrados se pueden ver en la tabla 1 y figura 2.

Tabla 1. Frecuencia de aislamiento y densidad relativa de hongos a partir de muestras de mani. (Elaboracién
propia)

i Crudo Artesanal Industrial
Hongos aislados
TC % T.C % T.C %

Aspergillus seccion Flavi (A. flavus) ** 631 44,7 8 3,5 25 13,5
Aspergillus seccién Nigri (A. niger) 372 26,3 17 7,5 9 4,9
Aspergillus seccién Aspergillus (A. glaucus) 0 0,0 2 0,9 0 0,0
Aspergillus seccién Versicolores (A. versicolor) 0 0,0 1 0,4 0 0,0
Aspergillus seccién Fumigati (A. fumigatus) 0 0,0 8 3,5 1 0,5
Rhizopus stolonifer 402 28,5 32 14,1 44 23,8
Penicillium spp ** 3 0,2 98 43,2 10 54
Paecilomyces variotii ** 1 0,1 0 0,0 0 0,0

Phoma sp 1 0,1 0 0,0 0 0,0



Chrysonilia sitophila
Rhizomucor sp

Mucor sp

Cladosporium sphaerospermum
Mycelia sterilia

0,0 8 3,5 27 14,6
0,1 0 0,0 0 0,0
0,1 0 0,0 0 0,0
0,0 10 4,4 2 11
0,0 12 53 45 24,3

Scedosporium apiospermum 0,0 8 3,5 0 0,0
Epicoccum sp 0,0 1 0,4 0 0,0
Levaduras 0,0 3 13 13 54
Artographis sp 0,0 0 0,0 1 0,5
Scopulariopsis brevicaulis 0,0 0 0,0 1 0,5
Complejo Fusarium solani (FSSC) ** 0,0 19 8,4 2 1,1
Trichoderma harzianum 0,0 0 0,0 2 11

O O OO O o0 o oo o rr +» o

Nigrospora sp 0,0 0 0,0 3 1,6
TOTAL 1412 77,41% 227 12,45% 185 10,14%

T.C = Total contados.

Alta presencia = (mas de 45 para mani crudo) (mas de 30 para mani artesanal e industrial)

Presencia moderada = (entre 20 y 45 para mani crudo) (entre 15 y 30 para mani artesanal e industrial)
Baja presencia = (menor de 20 para mani crudo) (menor de 15 para para mani artesanal e industrial)
** Hongos reconocidos como altos productores de micotoxinas o micotoxigénicos.

Los resultados con relacion a los diferentes muestreos se muestran en la figura 1. Durante el primer muestreo la
especie Rhizopus stolonifer presentd la mayor frecuencia con un porcentaje del 53.3%, seguido de Aspergillus
flavus con un porcentaje del 24.2%, Aspergillus niger del 16.1%, Mycelia sterilia 3.5%, seguido de levaduras con
un 1.8%, y las especies Aspergillus glaucus, Mucor spp y Scopulariopsis brevicaulis con 0.4%. Para el segundo
muestreo la especie A. flavus fue la mas frecuente con un porcentaje del 35.1% seguido de A. niger (32.2%), R.
stolonifer (31.6%) M. sterilia (0.8%) y Fusarium solani (0.3%) Para el tercer muestreo A. flavus con un porcentaje
del 36.1%, seguido de A. niger con 33.1% y R. stolonifer con 21.6%. Las especies Cladosporium sphaerospermum
y Trichoderma harzianum con 0.7%. Por otra parte, A. glaucus, A. versicolor, Penicillium spp, Paecilomyces variotii,
Phoma sp, Rhizomucor sp, Epicoccum sp, Artographis sp con un porcentaje del 0.3%. Para el muestreo cuatro A.
flavus con 54.9%, seguido de R. stolonifer con 15.7% y A. niger con 5.1%. Las especies Penicillium spp y
Cladosporium sphaerospermum con un porcentaje del 4.3%, F. solani (6%), Chrysonilia sitophila, M. sterilia,
Levaduras con 2.1%. En el quinto muestreo A. flavus con una frecuencia del 34.8%, A. niger con 28.7% y R.
stolonifer con 21.1%. C. sitophila con 7.4%, M. sterilia, 5.3%, F. solani (1.5%) y las levaduras un porcentaje del
1.3% y en el sexto muestreo, Penicillium spp fue la especie mas aislada con porcentaje del 43.7%, A. flavus con
una frecuencia del 38%, R. stolonifer (9.2%), M. sterilia (4.8%), A. niger (2.2%) y Nigrospora sp (1.3%). Las
especies C. sitophila y A. fumigatus reportaron un porcentaje de 0.4%.
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Figura 1. Gréfica de porcentajes acumulados de los hongos aislados en diferentes muestreos (Elaboracién propia)
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Los hongos micotoxigénicos de mayor relevancia encontrados en este estudio fueron Aspergillus seccion Flavi (A.
flavus), Aspergillus seccion Nigri (A. niger), Penicillium spp y Fusarium solani (FSSC). Otros hongos como
Paecilomyces variotii se presentd con una frecuencia muy baja. Hongos como Rhizopus stolonifer y Scedosporium
apiospermun, son importantes patégenos responsables de enfermedades fungicas invasivas. La identificacion de
las morfoespecies de Aspergillus depende de las diferencias en sus cabezas conidiales, asi como la morfologia y
disposicion de las conidias, A. flavus y A. niger, dos de los hongos aislados con mayor frecuencia en este estudio
forman hifas ramificadas que producen cabezas conidiales. Cada cabeza conidial se compone de un conidi6foro
con una vesicula terminal, la cual porta capas de fidlides o esterigmas. Las fidlides alargadas generan columnas
de conidias esféricas que constituyen los propagulos infecciosos a partir de la cual se desarrolla la fase micelial
del hongo [42]. Ver figuras 3y 4.
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Figura 3. Aspergillus seccion Flavi (A. flavus) A. plaqueo directo, B colonia en DRBC y C. observacion
microscépica

Figura 4. Aspergillus secciéon Nigri (A. niger) A. plaqueo directo, B colonia en DRBC y C. observacion
microscoépica.

Al analizar los resultados de la presencia de A. flavus en las tres referencias de mani (crudo, artesanal e industrial)
se encontrd que hubo diferencias estadisticas significativas entre el mani crudo y las otras dos referencias con un
p-valor de <0,0001 y un promedio de contaminacion del mani crudo de 75,12%, mientras que no se presentaron
diferencias estadisticas cuando se comparé la presencia de A. flavus en el mani artesanal e industrial con un
promedio de 4,17% y 1,13% respectivamente. Al comparar la presencia de A. flavus en los diferentes muestreos
se pudo establecer que hubo diferencias estadisticas significativas con p- valor de 0,0001 entre el muestreo 1 con
un promedio de contaminacion de A. flavus de 14,62% y el muestreo 2 y 5 con promedios de 33,15% y 34,62%
respectivamente. Ver anexo 1y figura 5. Al analizar los resultados de la presencia de A niger en las tres referencias
de mani (crudo, artesanal e industrial) se encontrdé que hubo diferencias estadisticas significativas entre el mani
crudo y las otras dos referencias con un p-valor <0,0001 y un promedio de contaminacién del mani crudo de
44,17%, mientras que no se presentaron diferencias estadisticas cuando se comparoé la presencia de A. niger en
el mani artesanal e industrial con un promedio de 1,5% y 2,83% respectivamente. Al comparar la presencia de A.
niger en los diferentes muestreos se pudo establecer que hubo diferencias estadisticas significativas con p — valor
<0,0001 entre el muestreo 1 con un promedio de contaminacion de A. niger de -0,82% y el muestreo 5y 2 con
promedios de 29.94% y 32,29% respectivamente. Ver anexo 3y figura 5.



Al analizar los resultados de la presencia de R. stolonifer en las tres referencias de mani (crudo, artesanal e
industrial) se encontr6 que hubo diferencias estadisticas significativas entre el mani crudo y las otras dos
referencias con un p-valor < 0,0001 y un promedio de contaminacion del mani crudo de 47,86%, mientras que no
se presentaron diferencias estadisticas cuando se comparé la presencia de R. stolonifer en el mani artesanal e
industrial con un promedio de 7,33% y 5,33% respectivamente. Al comparar la presencia de R. stolonifer en los
diferentes muestreos se pudo establecer que hubo diferencias estadisticas significativas con p- valor <0,0001
entre el muestreo 1 con un promedio de contaminacion de R. stolonifer de 41,45% y el muestreo 6 con promedio
de 2,92%. Ver anexo 2y figura 5.

Al analizar los resultados de la presencia de Penicillium spp en las tres referencias de mani (crudo, artesanal e
industrial) se encontr6 que hubo diferencias estadisticas significativas entre el mani crudo y las otras dos
referencias con un p-valor de 0,0001 y un promedio de contaminacion del mani industrial de 16,33%, mientras que
no se presentaron diferencias estadisticas cuando se comparé la presencia de Penicillium spp en el mani crudo e
artesanal con un promedio de 0,30% y 2,0% respectivamente. Al comparar la presencia de Penicillium spp en
los diferentes muestreos se pudo establecer que hubo diferencias estadisticas significativas con p- valor de 0,0001
entre el muestreo 6 con un promedio de contaminacién de Penicillium spp de 30,69% y el muestreo 2 con promedio
de 0,69%. Ver anexo 5y figura 5. Al analizar los resultados de la presencia del Complejo Fusarium solani (FSSC)
en las tres referencias de mani (crudo, artesanal e industrial) se encontr6 que hubo diferencias estadisticas
significativas entre el mani crudo y las otras dos referencias con un p-valor de 0,0250 y un promedio de
contaminacion del mani industrial de 3,17%, mientras que no se presentaron diferencias estadisticas cuando se
compard la presencia de Fusarium solani (FSSC en el mani crudo y artesanal con un promedio de 0,30% y 2,0%
respectivamente. Al comparar la presencia de fusarium solani (FSSC en los diferentes muestreos se pudo
establecer que no hubo diferencias estadisticas significativas con un p-valor de 0,1147. Ver anexo 4 y figura 5.
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Figura 5. Diagrama de barras con intervalos de confianza del 95% de los principales hongos micotoxigénicos
encontrados en el mani. (Elaboracion propia)

Con relacion al agar coco se encontré que 22 de las cepas de Aspergillus seccion Flavi (A. flavus) dieron positiva
para la prueba, presentando un pequefio halo fluorescente alrededor de la colonia cuando se examinaba
visualmente en una lampara de luz ultravioleta en una habitacion oscura. Ver figura 6.
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Figura 6. Aspergillus seccién Flavi (A. flavus) en el medio de cultivo agar coco, se puede observar el halo alrededor
de la colonia y la fluorescencia amarillo anaranjada.

DISCUSION

Los hongos micotoxigénicos son ubicuos en la naturaleza, son en general organismos xeréfilos, termdfilos, lo que
les permite contaminar los granos secos almacenados, como el maiz, el mani, los alimentos para animales hechos
a base de soya, entre otros, afectando la salud humana y animal [43], [44], [45], [46], [47]. La incidencia de hongos
micotoxigénicos a lo largo de la cadena productiva, es alta, en especial en paises tropicales y subtropicales donde
las condiciones climaticas sumado en algunas ocasiones las pobres condiciones de almacenamiento fomentan el
crecimiento de estos hongos [48] [49]. La cadena productiva del mani va desde el cultivo, la recoleccién, la
fabricacion, los mayoristas, minoristas y consumidor final y se ha informado que la contaminacién por estos hongos
micotoxigénicos podria aparecer en cualquiera de los pasos de produccion y comercializacion de este producto
[50], [51], [52], [53]. El mani es un alimento muy consumido en Colombia y se incluye en muchas de las
preparaciones tipicas de la zona andina por lo que se comercializa todos los dias, tiene una gran demanda y hace
parte de la canasta familiar. EI gran consumo de este producto y la incidencia de hongos micotoxigénicos como
Aspergillus seccion Flavi (A. flavus), especies de Penicillium y Fusarium [54] a lo largo de la cadena de suministro
es motivo de preocupacion ya que las micotoxinas que producen son entre otras las aflatoxinas, la ocratoxina A
las fumonisinas, la zearalenona, el deoxinivalenol, de éstas las aflatoxinas son las que se han encontrado con
mayor frecuencia en las semillas de mani [55] y causan mas problemas de salud, son potencialmente
cancerigenas y mas téxicas [56], [57], [58]. Recientemente, se informo6 la presencia de Aspergillus seccion Flavi
(A. flavus) y la contaminacién por aflatoxinas en la cadena de suministro de los paises importadores de mani y se
han realizado menos estudios con relacion a esta tematica de importacién [59], [60] que los estudios realizados
en los campos agricolas donde se cultiva [61]. Este es un estudio preliminar donde sélo se ha llegado a identificar
a nivel de morfoespecies, sin embargo, es importante llegar a una identificacion precisa que incluya aspectos
morfolégicos, bioquimicos, moleculares por la similitud que hay entre las diferentes secciones del género
Aspergillus, el hongo mas frecuentemente aislado en este estudio [62][63][64]. La deteccion de micotoxinas fue
uno de los obstaculos en este estudio, debido al costo de los analisis y el tener unos espacios con todas las
medidas de bioseguridad y un analista capacitado para hacerlos, sin embargo se realiz6 una prueba cualitativa,
como es la del agar coco, que permitié tener una ligera aproximacién de la posible contaminacién con aflatoxinas
de las cepas de A. flavus halladas en este estudio ya que 22 de 31 cepas de A. flavus fueron positivas para esta
prueba, sin embargo, en la actualidad se estan implementando las pruebas rapidas de aflatoxinas y se mejoran
cada dia mas para permitir a los distribuidores o compradores mayoristas realizar la prueba en el punto de compra
(“in situ”) y de esta manera dejar de comprar mani contaminado y separarlo del que esté en buenas condiciones
[65].



En este estudio se aislaron e identificaron un total de 22 morfoespecies en 204 muestras de mani. Durante cada
uno de los muestreos realizados los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus fueron los que se presentaron
con mayor frecuencia. Las esporas producidas por R. stolonifer soportan altas temperaturas y largos periodos de
baja actividad de agua; [66] fue una de las morfoespecies mas abundantes en este estudio, resultados que
concuerdan con Ismail y colaboradores en el cual indica que R. stolonifer es uno de los Zygomycetes mas comunes
aislados de productos secos y almacenados, incluido el mani [67] y con Mphande quien reporta la presencia de
R. stolonifer en muestras de mani en las cuales fueron los hongos mas comunes y se encuentran contaminando
el 98% de las muestras analizadas [68] R. stolonifer es, ademas, causante de la pudricién rapida y extensa de
una amplia gama de huéspedes. La enfermedad causada por este hongo se conoce como pudricién blanda y la
infeccion generalmente ocurre durante la cosecha, el almacenamiento e industrializacién [69]. Debido a la amplia
gama de huéspedes que R. stolonifer puede contaminar es importante controlar su crecimiento porque a pesar de
no ser productor de micotoxinas, si esta involucrado en enfermedades flingicas invasivas, las cuales tienen una
mortalidad muy alta entre 60 y 100% [70][71][72][73].

La morfoespecie Aspergillus seccion Flavi (A. flavus) fue la mas frecuente en los tres tipos de mani analizados,
resultados que estan de acuerdo con Setamou y colaboradores quienes aislaron A. flavus en semillas de mani y
proponen que esta contaminacién proviene en gran parte de la precosecha y que factores como la temperatura,
el contenido de humedad y la humedad relativa son esenciales para el crecimiento de estos hongos [74][75],
[76][771[78][79][80] de igual forma, Martins y colaboradores encontraron que esta morfoespecie es muy comun
en mani a lo largo de la cadena de produccion, al igual que las aflatoxinas y explican que el paso mas importante
para reducir la actividad de agua en el mani es el secado, ya que previene el crecimiento de hongos y reduce la
concentracién de micotoxinas, sustancias que tienen demostrado poder patdgeno tanto para animales como para
el hombre[81][82]. Otra de las morfoespecies encontrada con mayor frecuencia fue Aspergillus seccién Nigri (A.
niger), se considera que esta especie contamina el mani durante todo el proceso de produccidn, especialmente
en las etapas de siembra y crecimiento temprano [83], esta especie puede causar una pérdida del 5% de
rendimiento hasta el 40% en semillas de mani, ademas se ha reportado que algunas cepas de esta especie
producen micotoxinas [84][85] [86][87].

Otro de los hongos que se aislaron con frecuencia fueron especies de Penicillium, estudios realizados por Cotén
y colaboradores demuestran que Penicillium es un hongo poco frecuente en frutos secos, pero si es un hongo que
contamina en altos porcentajes los cultivos vegetales y las frutas citricas y poco frecuente en el mani
[88][89][90][91]. Penicillium tiene diferentes adaptaciones ecofisioldgicas, entre éstas la tolerancia al frio y la baja
actividad del agua [92]. Es un hongo filamentoso capaz de producir diferentes metabolitos secundarios y a menudo
estos son utilizados como marcadores para la diferenciacién de las diversas especies.[93][94]. Segun estudios
realizados por Mincuzzi y Rundberget, un gran porcentaje de las especies encontradas en productos alimenticios
son psicotrépicas con una temperatura 6ptima de crecimiento de entre 22 y 30°C. Al realizar el analisis estadistico
se observo que la media de Penicillium spp era de 16,33%, relativamente baja comparada con las especies de
Aspergillus, sin embargo, se presenté con mayor frecuencia en el mani industrial y artesanal, lo que implica que
estas micotoxinas pueden llegar facilmente al consumidor final y con el tiempo poner en riesgo su salud [95][96].

El Complejo Fusarium solani tuvo una frecuencia mayor en el mani industrial, seguido por el mani artesanal; los
porcentajes de contaminacion fueron bajos en este estudio en comparacion con otros estudios realizados por
Mirabile y colaboradores, quienes encontraron que F. solani es una especie con alto potencial de contaminacion
que ataca los diversos cultivos de importancia agricola entre estos el cultivo del mani. [97] Es una especie que
crece frecuentemente en frutos como el mani o frutos similares alrededor del mundo. [98][99] Villarino [100]
describen que mas de cien especies de Fusarium, solo 12 de ellas pueden considerarse patdgenas como es el
caso de Fusarium solani. [101] F. solani es una especie con caracteristicas cosmopolitas, filamentosa y
considerada oportunista debido a su capacidad de crecer en temperaturas de hasta 37°C y presenta ademas una
alta mortalidad en pacientes infectados con este hongo [102][103][104].

Pitt y colaboradores, afirman que los productos almacenados suelen estar contaminados con esporas de hongos
ya que las esporas son ubicuas e imposibles de eliminar en el entorno de almacenamiento. La manipulacién y el
tratamiento cuidadoso de los productos almacenados no pueden excluir las esporas de hongos, pero evitan la
germinacion de las esporas y la infestacion de los productos alimenticios por estos [105][106][107][108]. Sin
embargo, debido a la naturaleza microscépica de los micelios y las esporas de los hongos, es posible que la
contaminacion no sea evidente [109]. El mayor nimero de aislamientos se obtuvo en el mani crudo pero la mayor



diversidad de microorganismos aislados se encontré en las semillas de mani artesanal e industrial, estos productos
son de empresas con marca registrada y son comercializados a nivel nacional e internacional. Estas empresas
deben cumplir con ciertos parametros de calidad e inocuidad en sus productos. Por otra parte, el mani de
procedencia artesanal se considera que es mas susceptible a contaminacién durante su procesamiento, esto
debido a que los lugares donde se realiza su procesamiento son mas pequefios y estan expuestos a diversos
microorganismos. Estudios realizados por Garcia y colaboradores [110] y Al ghamdi [111] proponen el uso del
plaqueo directo como uno de los métodos preferidos para detectar y enumerar colonias de hongos en frutos secos
entre estos el mani.[112][113]. Este proceso proporciona una medida eficaz de la calidad micolégica, permitiendo
la evaluacion de la presencia potencial de hongos micotoxigénicos [114].

El conocimiento de los hongos micotoxigénicos y de las micotoxinas presentes en el mani en cualquiera de sus
presentaciones (crudo, artesanal e industrial) es muy importante y debe involucrar a todas las partes interesadas
desde el productor, los industriales del sector privado y artesanos que lo procesan, los importadores, el gobierno,
los consumidores, ademas, se debe divulgar el conocimiento sobre las micotoxinas en la cadena de produccion
y los consumidores para garantizar que se apliquen todas las normas de seguridad bioldgica e industrial, buenas
practicas de manipulacion e higiene que permitan un producto de alta calidad y reducir el riesgo potencial de
exponerse a estos hongos micotoxigénicos y sus metabolitos secundarios, compuestos que pueden repercutir de
manera importante en la salud humana y animal.

CONCLUSIONES

Se determind la presencia de hongos con potencial micotoxigénico en mani procesado de manera artesanal,
industrial y crudo en tiendas y supermercados de la ciudad de Santiago de Cali, Colombia. Se identificaron las
morfoespecies de hongos aislados de las muestras de mani y se establecié el porcentaje de contaminacién de las
semillas. Los hongos aislados en el presente estudio fueron de diferentes géneros que son comunes en los cultivos
de mani. A. flavus fue el predominante, mientras que otras especies fangicas que no producen toxinas se
produjeron en niveles relativamente altos. Penicillium es considerado un hongo de naturaleza micotoxigenica el
cual fue identificado en gran proporcion en muestras de mani industrial, lo cual es de gran importancia ya que su
presencia indica riesgo para los consumidores. La contaminacién de mani con hongos es importante en relacion
con la salud publica y el futuro comercio de exportacion. Se recomienda realizar mas estudios donde se pueda
verificar la presencia de micotoxinas en las diferentes presentaciones de mani.
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ANEXOS

Anexo 1

% C/ A.Flavus

Variable N R*

R* 23

cv

% C/ A.Flavus 204 0,80

0,79 57,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. sC

gl

cM F p-valor

Modelo

Muestreo
Erroxr
Total

270145,
Referencia del mani 259024,
11121,
67928,91 196
338074,51 203

€0
03
57

7 38592,23 111,35 <0,0001
2 129512,02 373,69 <0,0001
5 2224,31 6,42 <0,0001
346,58

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,58851

Error: 346,5761 gl: 196
Referencia del mani Medias

n E.E.

Comercial 1,33
Artesanal 4,17
Crudo 75,12

€0
€0
84

2,
2,
2,

40 A
40 &
03 B

Medias con una letra comun no son

signifi

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,89196

Error: 346,5761 gl:
Muestreo Medias n

196
E.E.

14,62 34
19,91 34
26,62 34
32,27 34
33,15 34 3,20
34,62 34 3,20

3,20
3,20
3,20
3,20

mRoas W o
o

www

aaa

C

Medias con una lstra comin

Anexo 2

% C/ Rhizopus

Variable N R*

R* Aj

ati = difs

no son signifi

cv

% C/ Rhizopus 204 0,44

9,

42 119,66

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

(p > 0,05)

(p > 0,085)

F.V. SC gl CcM F p-valoxr
Modelo 121315,13 7 17330,73 22,05 <0,0001
Referencia del mani 85317,09 2 42658,54 54,26 <0,0001
Muestreo 35998,04 5 7199,61 9,16 <0,0001
Errox 154082,91 196 786,14
Total 275398,04 203
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,42895
Error: 786,1373 gl: 196
Referencia del mani Medias n E.E.
Comercial 5,33 60 3,62 &
Artesanal 7,33 60 3,62 A
Crudo 47,86 84 3,06 B

Medias con una letra comin no son

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=19,41640

Error: 786,1373 gl: 196
Muestreo Medias n E.E.

€ 2,92 34 4,82 A2

4 7,63 34 4,82 A

3 16,15 34 4,82 A B

5 21,15 34 4,82 2 B

2 31,74 34 4,82 B C
1 41,45 34 4,82 c

Medias con una letra comin

significativamente diferentes

no son significativamente diferentes

(p > 0,05)

(p > 0,05)



Anexo 3

% C/ A.niger

Variable N R=
$ C/ A.niger 204 0,53

R: A3 CV
0,51 124,26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl cM F p-valoxr
Modelo 127229,90 7 18175,70 31,08 <0,0001
Referencia del mani 87215,69 2 43607,84 74,58 <0,0001
Muestreo 40014,22 5 8002,84 13,69 <0,0001
Error 114€10,78 196 584,75
Total 241840,69 203

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,85693
Error: 584,7489 gl: 196
Referencia del mani Medias n E.E.

Artesanal 1,50 €0 3,12 A

Comercial 2,83 60 3,12 A

Crudo 44,17 84 2,64 B

Msdias con una letra comin no son significati dif (p > 0,05)
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,74574

Error: 584,7489 gl: 196

Muestreo Medias n E.E.

6 -1,82 34 4,16 A

4 -0,06 34 4,16 A

1 10,24 34 4,16 A B

3 26,41 34 4,16 B C

5 29,94 34 4,16 c

2 32,29 34 4,16 c

Msdias con una letra comin no son significati dif (p > 0,05)

Anexo 4

% C/ Fusarium

Variable N R R* Aj cv

$ C/ Fusarium 204 0,08 0,04 701,5

&

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC; gl M F p-valor
Modelo 861,27 7 123,04 2,36 0,0246
Referencia del mani 392,16 2 1%6,08 3,76 10,0250
Muestreo 469,12 5 93,82 1,80 0,1147
Error 10222,55 196 52,16
Total 11083,82 203
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,94380
Error: 52,1559 gl: 196
Referencia del mani Medias n E.E.
Crudo 0,00 84 0,79 A
Artesanal 0,33 60 0,93 24 B
Comercial 3,17 60 0,93 B

Msdias con una letra comin no son

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,00116

Error: 52,1559 gl: 196

Muestreo Medias n E.E.

3 0,14 34 1,24 &
1 0,14 34 1,24 &
€ 0,14 34 1,24 &
2 0,43 34 1,24 &
S 1,90 34 1,24 &
4 4,25 34 1,24 2

Msdias con una letra comin

significativamente diferentes

no son significativamente diferentes

(p > 0,05)

(p > 0,05)



Anexo 5

s C/ Penicullium

Variable

N

R® R7 Aj cv

s C/ Penicullium 204 0,40 0,38 295,20

‘nadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
SC gl cM

E.Ve.

F

p-valor

fodelo

teferencia del mani

fuestreo
rror
Jotal

34635,81
8998, 07
24637,75

52404,87 196 287,37
87040,69 203

7 4947,97 18,51 <0,0001
2 4999,03 18,70 <0,0001
5 4927,55 18,43 <0,0001

lest:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,66522
frror: 267,3718 gl: 196
teferencia del mani Medias n E.E.

‘rudo
irtesanal
somercial

a,
2I
16,

36 84 1,78 B
00 60 2,11 A
33 60 2,11 B

fedias con una letra comin no son

'est:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,32341
gl: 196

trror: 267,3718
fuestrec Medias

n

E.E.

: 0,69
E 0,69
H 0,69
H 0,99
t 3,63
3 30,69

34
34
34
34
34
34

2,81
2,81
2,81
2,81
2,81
2,81

O

B

fedias con una letra comin

no son significati

£,

dife.

£,

significativamente diferentes (p > 0,05)

(p > 0,05)





