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RESUMEN

Los frutos secos tienen gran valor energético y nutricional, pero son susceptibles a la colonizacién fingica.
Los mohos afectan tanto el rendimiento como la calidad de estos frutos, posibilitando su contaminacién con
micotoxinas. Por tal motivo, se detect6 y cuantificé los mohos toxigénicos asociados a las semillas de pistacho
y almendra. LLa cuantificacién fiingica se realizé por siembra directa de cien semillas enteras y desinfectadas
con NaClO al 1%, sobre el medio malta sal agar, expresando los resultados como porcentaje de semillas
colonizadas por mohos totales y por especie toxigénica. Se calificé como incidencia fingica baja entre 0 y 15%,
intermedia entre 16 y 30% y alta mayor al 30%. Se utilizé6 un disefio completamente aleatorizado con cuatro
repeticiones. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (o: 0,05) en la incidencia fingica
total y para las especies toxigénica aislada Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
sp. y Penicillium sp., existiendo diferencias en Penicillium expansum, Penicillium citrinum y Eurotium sp. Las
muestras de almendras presentaron alta incidencia fiingica total (39,5%) mientras que en pistacho fue baja
(10,5%). De las especies aisladas en almendras, se encontré incidencia intermedia para A. niger y baja para
Eurotium sp., Aspergillus sp., A. flavus y A. ochraceus. En pistachos, la incidencia fue baja para todas las
especies aisladas: A. niger, Aspergillus sp., P. expansum, A. flavus, A. ochraceus, P. citrinum y Penicillium sp.
Eistos resultados pueden afectar la calidad de los frutos analizados y representar un potencial peligro para la
salud por su posible contaminacién con micotoxinas.
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Molds in pistachio (Pistacia vera L.) and almond dried fruits [Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb]
marketed in Maracay, Venezuela

ABSTRACT

Dried fruits have great energy and nutritional value, but are susceptible to fungal colonization. Molds affect
both the yield and the quality of these fruits, enabling their contamination with mycotoxins. For this reason,
toxigenic molds associated with pistachio and almond seeds were detected and quantified. The fungal
quantification was carried out by direct sowing of one hundred whole seeds and disinfected with 1% NaClO,
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on the agar salt malt medium, expressing the results as percentages of seeds colonized by total molds and by
toxigenic species. It was rated as low fungal incidence between 0 and 15%, intermediate between 16 and 30%
and high greater than 30%. A completely randomized design with four repetitions was used. No statistically
significant differences (o: 0.05) were found in the total fungal incidence and for the isolated toxigenic species
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus sp. and Penicillium sp., there being
differences in Penicillium expansum, Penicillium citrinum and Eurotium sp. Almond samples showed high total
fungal incidence (39.5%) while pistachio was low (10.5%). Of the isolated species in almonds, intermediate
incidence was found for A. niger and low for Eurotium sp., Aspergillus sp., A. flavus and A. ochraceus. In
pistachios, the incidence was low for all isolated species: A. niger, Aspergillus sp., P. expansum, A. flavus, A.
ochraceus, P. citrinum and Penicillium sp. These results can affect the quality of the analyzed dried fruits and

represent a potential health hazard due to their possible contamination with mycotoxins.
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INTRODUCCION

Los frutos secos son alimentos que se
caracterizan por tener baja actividad de agua (a ),
alto contenido de 4cidos grasos Omega-3 y cantidades
variables de proteinas A, E y del grupo B, ademas
de minerales como el zinc, calcio, fésforo, magnesio,
cobre, hierro, entre otros. Son altos en contenido
de fibra, oligoelementos y antioxidantes, por lo que
son alimentos completos, energéticos y nutricionales
para los consumidores. Algunos de los alimentos que
cumplen las caracteristicas de frutos secos son las
avellanas (Corylus avellana L..), nueces (Juglans regia
L..), almendras [Prunus dulcis (Mill.) D.A Webb],
mani (Arachis hypogaeae L.) y pistachos (Pistacia
vera L..) (Salas et al., 2005; Hernandez y Zacconi,
2009.).

Las almendras y los pistachos tienen una gran
demanda en el mercado de alimentos saludables
y se vuelven cada vez mas populares, ya que se ha
demostrado en estudios epidemiolégicos los efectos
protectores del consumo de estos frutos, disminuyendo
el riesgo de diferentes enfermedades cardiovasculares,
produciendo un efecto positivo en el perfil lipoproteico
al disminuir el colesterol total y las lipoproteinas de

baja densidad (LDL) en el plasma (Nus et al., 2004;
Alexiada y Katsilambros, 2011).

No obstante, los cultivos de almendro y
pistachero estdn expuestos a la infestacién fingica,
la cual ocurre durante o después de la cosecha,
transporte, almacenamiento y procesamiento (Jogee
et al., 2012; Kazemi et al., 2014). El desarrollo
de mohos en estos alimentos, genera una serie de
alteraciones que afectan las propiedades nutritivas y

organolépticas, conduciendo a una posterior pérdida
econémica (Jogee et al., 2012). Adicionalmente,
algunas especies fingicas pueden sintetizar
micotoxinas, siendo éstos metabolitos téxicos
que representan un grave problema para la salud
piblica a nivel mundial debido a que poseen efectos
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos (Abarca

et al., 2000; Krijgsheld et al., 2013).

Existen mas de 300 micotoxinas, siendo las
aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxinas las de mayor
toxicidad para el hombre y los animales (Scussel,
1998). La toxicidad depende de las cantidades
ingeridas, el tiempo de exposicién y de las posibles
sinergias que pueden derivarse de la ingestion de
diferentes micotoxinas al mismo iempo (Abrunhosa
etal., 2012). La presencia de mohos en un alimento
no indica necesarlamente una contaminacién con
micotoxinas pero si es un factor de riesgo para que
ésta se sintetice (Chavarri, 2010; Chavarri et dl.,

2013; Chavarri et al., 2014; Camiletti et al., 2017;
Chavarri et al., 2017).

En el dmbito mundial, se ha detectado alta
incidencia de especies toxigénicas de los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium, y micotoxinas
(aflatoxinas y ocratoxinas) en diversos frutos secos
(almendras, pistachos, nueces, nuez del Brasil, mani,
entre otros) provenientes de Latinoamérica, Estados
Unidos de América, Europa central, Iran, Portugal,

India, Argelia y Vietnam (Romero et al., 2005;
Nguyen et al., 2007; Fernane et al., 2010; Rodriguez
et al., 2011; Jogee et al., 2012; Costa et al., 2012,
Skrbic et al., 2014; Kazemi et al., 2014; Baranyi et
al., 2015, Tournas et al., 2015; Garcia et al., 2018).
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En Venezuela, son escasas las investigaciones
sobre la incidencia fingica en frutos secos, solo
se ha reportado en mani de cosecha y almacenado
(Mazzani, 1983; Mazzani, 2012; Iriarte, 2015),
y en pistacho (Chavarri et al., 2014). No existe
informacién publicada sobre la colonizacién fingica
en almendras. Sobre la base de lo antes expuesto, la
investigacién de mohos toxigénicos en frutos secos es
de interés no solo por las implicaciones econémicas
que tiene sino también por los efectos negativos en la
salud humana y animal. Por tal motivo, se detecté
y cuantific6 los mohos posiblemente toxigénicos
asociados a frutos secos de pistachero (Pistacia vera

L.) y almendro [Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb]

comercializados en el estado Aragua, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de las muestras. Se analizé un
total de 16 muestras de 1 kg de semillas de almendra
y pistacho, a razén de 8 muestras de 1 Kg para cada
una, procedentes de dos centros de expendio a granel
ubicados en la ciudad de Maracay, estado Aragua,
Venezuela. La recoleccién de muestras se llevé a cabo
cada 15 dias, durante 2 meses.

Deteccién y cuantificaci6én de mohos.
La deteccién y cuantificacién de la incidencia de la
micobiota en las semillas, se realizé6 por el método
de siembra directa de cien semillas en un medio
agarificado de malta sal agar a un pH 5,8 (Singh
et al., 1991), previa desinfeccién con hipoclorito
de sodio (NaClO 1%) durante 30 seg. Después
de 8 dias de incubacién a temperatura ambiente
de laboratorio 28 + 2 °C) se procedis, con la
utilizacién de la lupa estereoscépica, para contabilizar
el nimero total de semillas colonizadas. Fueron
considerados como colonizados aquellas semillas que
presentaron colonias esporulantes del moho (Singh et
al., 1991; Houssou et al., 2009). L.os mohos aislados
con mayor frecuencia se conservaron en el medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA). Para evaluar el
grado de incidencia de mohos totales y por especie en
particular, se empleé la escala utilizada por Mazzani
(1998) para maiz, segiin sea la incidencia: baja (0-

15%), intermedia (16-30%) y alta (>30%)

Identificacién de los mohos. L.os mohos
toxigénicos fueron sembrados asépticamente en placas
con el medio de cultivo Czapek Agar a pH 5,8, para

su 1dentificacién. La siembra se realizé por triplicado
y fueron incubados a temperatura ambiente (28 =
2 °C) durante 8 dias, con alternancia de luz (12 h)
y oscuridad (12 h) para favorecer la esporulacién. Se
realizaron observaciones tanto macroscépicas como
microscépicas a partir de las colonias desarrolladas.
A nivel macroscépico, con la ayuda de la lupa
estereoscépica se determiné el diametro de la colonia,
color en la cara superior e inferior de la colonia,
micelio inmerso o aéreo, presencia de exudados, entre
otras caracteristicas. Posteriormente se realizaron
preparados microscépicos, mediante la técnica de
impresién en cello-tape y preparados entre porta y
cubre objetos, con el fin de medir las estructuras con
valor taxonémico y comparar los resultados obtenidos
con las claves micolégicas, articulos cientificos y otros
textos especializados (Singh et al.,, 1991; Samson et

al., 1995).

Disefio y analisis estadistico. Se utiliz6
un disefio totalmente aleatorizado con cuatro
tratamientos (semillas de pistacho y almendras
a granel, procedentes de dos establecimientos
diferentes, identificados como | y 2 para cada caso)
y cuatro muestreos con 15 dias de diferencia entre
ellos (Cuadro 1). Los datos obtenidos no cumplieron
los supuesto bésicos del anélisis de varianza, por lo
que se procedi6 a realizar un anélisis de varianza via
no paramétrica (Kruskall-Wallis) con su respectiva
prueba de medias. El analisis de los datos se realizé
con programa estadistico Statistix 8.0

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién de las especies fangicas.
En esta investigacién se detectaron e identificaron
ocho especies fingicas (Figura 1), referidas a los
géneros Aspergillus, Penicillium y Eurotium. Las
especies identificadas detectadas fueron Aspergillus
niger Van Tieghem, Penicilium sp., Aspergillus sp.,
Penicillium citrinum Thom, Aspergillus flavus Link,
Aspergillus  ochraceus Wilhelm, Eurotium sp. y
Penicillium expansum Link., especies relevantes por
su capacidad de producir micotoxinas que afectan la
salud publica y animal. Estos resultados coinciden
con diversas investigaciones realizadas en frutos
secos, donde los mohos aislados corresponden a los
géneros Aspergillus, Penicillium, entre otros (Freitas

etal.,2011; Jogee et al., 2012; Kazemi et al., 2014;
Tournas et al., 2015).
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Cuadro 1. Identificacién de los tratamientos de
acuerdo a las muestras de semillas de almendras
y pistachos comercializados en Maracay, estado
Aragua, Venezuela.

Tratamiento  Identificacion Procedencia

1 ﬁi g; Almendra (granel 1)
MI R3 establecimiento 1
M1 R4
M2 R1

2 M2 R2 Almendra (granel 2)
M2 R3 establecimiento 2
M2 R4
M1 R1 )

3 MI R2 Pistacho (granel 1)
M1 R3 establecimiento 1
M1 R4
M2 R1

4 M2 R2 Pistacho (granel 2)
M2 R3 establecimiento 2
M2 R4

M= muestra, R= repeticién

Incidencia total de mohos y por especie
toxigénica. No se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas (oi:  0,05) en
la incidencia fingica total y por especies para
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus sp. y Penicillium sp., pero
si hubo diferencias estadisticamente significativas
en Penicillium expansum, Penicillium citrinum vy
Eurotium sp. (Cuadro 2). En la comparacién de
medias para éstas tultimas especies, se evidencié
mayor contaminacién de Eurotium sp., en las
muestras de almendras. P expansum solo se detecté
en las muestras de pistachos provenientes del
establecimiento 1 (T'1), pero con baja incidencia
(Cuadro 3). Las muestras de almendras presentaron
mayor crecimiento fiingico total que en pistachos; sin
embargo, las muestras de ambos frutos provenientes
del establecimiento 2 presentaron mayor incidencia
respecto a las provenientes del establecimiento 1, lo
que sugiere el caracter determinante de las condiciones
de almacenamiento como humedad, temperatura y
ventilacién, que predisponen a los frutos a posterior
contaminacién (Martinez et al., 2013).

Figura 1. Mohos aislados e identificados en semillas de
almendras y pistachos: Aspergillus niger (1), Penicilium sp
2), Aspergillus sp. (3), Penicillium citrinum (4), Aspergillus
flavus (5), Aspergillus ochraceus (6), Penicillium expansum
(7), Eurotium sp. (8). Colonia aislada en el medio de cultivo
Czapek Agar: Cara superior (A), Cara inferior (B), Vista al
microscopio 6ptico en 200X y 400X (C).

De las especies aisladas en almendras, A.
niger presentd incidencia promedio intermedia
(20,5 y 24,5%, para T1 y T2, respectivamente)%]
Eurotium sp., tiene baja incidencia en T'1 (7,5%Y,
pero alta en T2 (16,25%) (Cuadro 3). Resultados
similares fueron obtenidos por Tournas et al. (2015),
al evaluar muestras de almendras encontrando baja
incidencia de A. flavus, y los citados por Jogee et al.
(2012), quienes aislaron seis especies de Aspergillus,
entre las cuales se encuentran A. niger, A. flavus y A.
ochraceus. Sin embargo, los resultados de la presente
investigacién difieren de los realizados por Romero et

al. (2005), quienes detectaron los géneros Aspergillus
(50,2%), Eurotium (21,4%) y Penicillium (13,5%).
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Cuadro 2. Valor de probabilidad (p) de mohos
totales y por especies toxigénica en las muestras de
almendras y pistacho comercializados en Maracay,
estado Aragua, Venezuela.

Especies de mohos Valor p
Aspergillus flavus Link 0,986
Aspergillus sp. 0,918
Penicillium sp. 0,587
Aspergillus niger Van Tieghem 0,529
Aspergillus ochraceus Wilhelm 0,294
Penicillium citrinum Thom 0,029*
Eurotium sp. 0,015*
Penicillium expansum Link 0,002*
Mohos totales 0,334

Los valores de p< 0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos (*)

En pistachos la incidencia de mohos fue baja
para todas las especies aisladas; A. niger presenté la
mayor incidencia (8,25%) para T4, mientras que A.
flavus fue muy baja y varié entre 0,5 y 1%, para T3
y T4, respectivamente. En P, expansum 1% en T3 y
P, citrunum 0,25y 1% en T3 y T4, respectivamente.
La presencia de Aspergillus y Penicillium coincide con
un estudio realizado por Fernane et al. (2010), donde
demostraron la presencia de A. flavus en el 30% de
las muestras, mientras que Aspergillus seccién Nigri,
A. ochraceus y P, verrucosum, se encontraron en 40%,
2% y 26% de las muestras, respectivamente. Por su
parte, Kazemi et al. (2014), evaluaron la micoflora
contaminante en frutos secos tostados con sal y no

tostados obteniendo como resultado incidencia de
A. niger de un 62% en pistachos puros y de 8% en
pistachos tratados con sal; A. ochraceus (1%) y A.
flavus (6%) se encontraron solo en muestras puras;
entretanto, Penicillium spp. colonizé el 22% de las
muestras puras y solo el 2% en las tostadas con sal.

La presencia de especies del género Aspergillus
en este estudio es de interés, debido a que en éste
se ubican la mayoria de los mohos con capacidad de
sintetizar micotoxinas. Las especies de Aspergillus
se consideran cosmopolitas, aunque son mas
frecuentes en las regiones tropicales y subtropicales,
particularmente en latitudes entre 26-35 °C (Garcia
et al., 2018). Jouany (2007) sefala que las especies
de este género son las menos exigentes en cuanto
al nivel de humedad ya que pueden crecer en bajos
niveles en un rango de 13,5% y 18%. A. flavus
muestra una elevada heterogeneidad y puede dividirse
en funcién de la compatibilidad vegetativa, tipo de
esclerocios y capacidad para producir toxinas, entre
otros aspectos. Asi, una poblacién determinada de A.
flavus puede estar formada por aislados productores
de una o varias toxinas (ejemplo aflatoxinas y 4cido
ciclopiazénico) y aislados sin la capacidad de
producir toxinas, denominados atéxicos (Camiletti
et al., 2017). Ademas, aislados de A. niger también
pueden colonizar almendras o pistachos causando una
podredumbre negra de aspecto pulverulento y pueden
contaminar los frutos con ocratoxinas. Ademas,
Pacheco (1981) menciona que los mohos son los
microorganismos mas importantes que colonizan
los granos y semillas en el almacenamiento, siendo
Aspergillus y Penicillium los géneros mas frecuentes,

Cuadro 3. Incidencia de mohos totales y por especie toxigénica en las muestras de almendras y pistacho
comercializados en Maracay, estado Aragua, Venezuela.

INCIDENCIA DE MOHOS TOXIGENICOS®"

T AF AN ASP AO
1 0,5 20,5 2,5 0
2 0,5 24,5 1,75 0,5
3 0,5 0,75 1,5 0
4 1 8,25 1,25 0,75

EU PE PSP PC MT®
7,5b@ Oa 0 Oa 33,75
16,25a Oa 0 Oa 45,25

Ob la 0,5 0,25a 7,5

0b Oa 0,25 la 13,5

(DPorcentaje de semillas colonizadas. T=Tratamiento. T 1=Almendras establecimiento 1, T2= Almendras establecimiento 2, T3= Pistacho
establecimiento 1 y T4= Pistacho establecimiento 2. AF= Aspergillus flavus. AN= Aspergillus niger. ASP= Aspergillus sp. AO=
Aspergillus ochraceus. EU= Eurotium sp. PE= Penicilium expansum. PSP= Penicilium sp. PC= Penicilium citrinum. ®Comparacion

de medias. MT= Mohos totales.
Letras distintas indican diferencias estadisticas a: 0,05.
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coincidiendo con los resultados de la presente
investigacién (Nazari et al., 2013). Con respecto a
P. expansum, no se encontr6 en la literatura estudios
que reportaran la contaminacién con esta especie en
frutos secos.

En Venezuela, se han detectado especies
toxigénicas de los géneros Aspergillus, Penicillium y
Fusarium en granos de mani de cosecha y almacenada
(Mazzani, 1983; Mazzani 2012; Iriarte, 2015) y
Aspergillus, Penicillium y Fusarium en semillas de
pistacho (Chavarri et al., 2014). Estos resultados,
al ser comparados con los obtenidos en el presente
estudio, demuestran alta prevalencia de mohos
toxigénicos en alimentos cominmente consumidos
en la poblacién, lo que indica un potencial riesgo de
intoxicacién crénica tanto en la salud humana como
animal, constituyendo un problema de salud ptblica;
ya que en Venezuela las semillas de almendras y
pistachos son consumidos por sus propiedades y
efectos positivos que ejercen en la salud; es por ello
que se debe controlar y garantizar la inocuidad de
estos alimentos.

CONCLUSIONES

Se detecté alta incidencia fiingica total en
las muestras de almendras y baja en muestras de
pistacho. Fueron identificadas siete especies fiingicas
toxigénicas pertenecientes a los género Aspergillus,
Penicillium y Eurotium. La incidencia fiingica
toxigénica de Aspergillus flavus en las muestras de
almendra y pistacho advierte la posible contaminacién
de aflatoxinas, siendo estas una de las causantes de
cancer de higado. Se reporta por primera vez el
aislamiento de Penicillium expansum en frutos secos.
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