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In vitro preliminary assessment of aflatoxin ability of Aspergillus flavus from peanuts

ABSTRACT

In the present peanut study fungi level contamination, morphological characterisation of Aspergillus flavus
populations and their aflatoxins production in a medium with an indicator were determined. A thousand postharvest
peanuts were placed in groups of five in Petri dishes for fungi development. Fungi were isolated in Czapeck agar
for Aspergillus species identication.

To determine aflatoxins presence in Aspergillus populations, a coconut agar medium was used. A 52% of the seeds
showed fungi contamination, from which 57 A. flavus were isolated. Aflatoxin—producing colonies were detected
under long-wave UV light (365 nm) by blue fluorescence around the colonies, 12 % of A. flavus strains showed to
be aflatoxin producers.

KEY WORDS: Aspergillus flavus, aflatoxins, peanut.

RESUMEN

En el presente trabajo se determind, en semillas de mani el nivel de contaminacion flingica, caracterizacion
morfologica de poblaciones de Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas en un medio indicador. Se ensayaron
mil semillas de mani poscosecha distribuidas en grupos de cinco por placa de Petri, para la exteriorizacion de los
hongos. Las especies de Aspergillus se aislaron en agar Czapek para su identificacion. La produccion de aflatoxinas
de las poblaciones de A. flavus, se evalud con el medio de agar coco. El 52% de las semillas present6 contaminacion
fungica y se obtuvieron 57 aislamientos de A. flavus. Mediante visualizacion de un halo azul fluorescente bajo luz
UV, un 12% de las cepas de A. flavus manifestaron ser productoras de aflatoxinas.

PALABRAS CLAVE: Aspergillus flavus, aflatoxinas, mani.

INTRODUCCION

El mani (Arachis hypogaea L.) es uno de los cultivos
leguminosos mas importante del mundo. Su origen esta
en Sudamérica, donde el género Arachis estd ampliamente
distribuido en Brasil, Paraguay, Bolivia, Argentina y
Uruguay [1].

El mani tiene importancia como alimento por su valor
energético y nutricional. Es una fuente rica en proteinas
(25 % de la masa de los granos) y vitamina E (antioxidan-
te), ademas de contener vitaminas del complejo B, acido
félico, y minerales como calcio, fésforo, potasio y zinc
[2].

Participa con 10 % de la produccion mundial de aceite
comestible, siendo los principales productores: India, China,
Estados Unidos, Nigeria, Indonesia y Senegal [3]. La Argen-
tina es el segundo exportador de mani después de EE.UU.,
principalmente para consumo humano directo [4].

El mani esta expuesto a contaminacién por hongos. La
contaminacion o la invasién por estos microorganismos
pueden ocurrir en el suelo, durante el proceso de formacion
de las semillas, en la colecta y también en las fases de

secado y almacenamiento [5, 6, 7, 8, 9]. Los mohos respon-
sables mas frecuentes pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillum y Rhizopus [10].

En condiciones favorables, varias especies fingicas
pueden producir micotoxinas que son metabolitos secun-
darios con potencial para causar toxicosis en el hombre
y en los animales; cuando las semillas contaminadas son
destinadas a la alimentacion. En el grupo de estas sustan-
cias, las mas encontradas en los granos de mani y en sus
derivados son las aflatoxinas B, B,, G, y G, (AFB,, AFB,,
AFG |, AFG,) [11, 12]. Estas micotoxinas son producidas,
principalmente, por cepas toxigénicas de Aspergillus flavus
Link y por Aspergillus parasiticus Speare [13].

La presencia de aflatoxinas es mayor en mani respecto
a otras especies, debido a la alta afinidad del género As-
pergillus por el cultivo, principalmente en condiciones de
estrés hidrico hacia fines del ciclo [14], o elevada humedad
durante la cosecha [15].

La presencia de micotoxinas en los alimentos conlleva
a efectos toxicos agudos o cronicos en la salud humana y
animal, lo que ha determinado la regulacion de sus niveles
tanto nacional como internacionalmente. El control sanitario
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es factor condicionante de la comercializacion de los granos
[16].

Los objetivos que motivaron este estudio consistieron
en la determinacion del nivel de contaminacion fungica,
caracterizacion morfologica de poblaciones de Aspergillus
Sflavus en semillas de mani destinadas a consumo humano,
asi como también la produccion de aflatoxinas, in vitro, en
un medio indicador.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron mil semillas de mani producidas y
comercializadas en diferentes zonas de la provincia de
Misiones.

Areas de estudio

Las muestras estudiadas fueron obtenidas de seis mu-
nicipios productores de mani de la provincia de Misiones:
Dos de Mayo, Leandro N. Alem, Apdstoles, Montecarlo,
San José y Posadas.

El clima de estas areas es subtropical sin estacion seca,
con abundantes precipitaciones de una media anual de 1700
mm (Tabla 1).

Tabla 1. Coordenadas geograficas, altitud, temperatura y precipitacio-
nes de los sitios de origen de las muestras procesadas.

Coordenadas U EEUTEE
Localidad e Altitud medias Precipitaciones
geograficas -
Estival | Invernal
27°23"0'S . .
Posadas 55° 53 0' W 124 m 27°C 16°C 2000 mm
) 27°46"12'S . .
San José 55° 46" 49' W 172 m 25°C 15°C 1650 mm
) 27°54"51'S . .
Apostoles 55° 45" 18' W 151m 24°C 14°C 1600 mm
27°36"0'S . .
Leandro N. Alem 55° 19" 0' W 290 m 21°C 14°C 1788 mm
27°1"12'S . .
Dos de Mayo 54° 41" 4' W 555 m 25°C 16°C 1700 mm
26°33"0'S . .
Montecarlo 54° 44" O' W 175 m 28°C 15°C 1750 mm

Método de incubacion en papel de filtro

Para detectar los hongos asociados a las semillas de
mani, se utilizo6 la técnica de Neergaard [17]. Se seleccio-
naron 50 semillas, aparentemente sanas, de cada una de
las veinte muestras obtenidas y estas fueron transferidas,
asépticamente, en grupos de cinco a placas de Petri. En la
base de cada placa se dispuso papel de filtro esterilizado
y embebido en agua destilada estéril. Las semillas, conve-
nientemente distribuidas en las placas, fueron incubadas
en estufa a temperatura de 25 °C £ 2 °C por un periodo
de 7 a 14 dias para la exteriorizacién y desarrollo de los
hongos [18].
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Identificacion de los hongos

Tras la visualizacion del desarrollo fingico en las
semillas de mani, se procedio al aislamiento de las dife-
rentes especies para la posterior identificacion en base a las
caracteristica macro y microculturales [19].

Determinacion de las especies Aspergillus

Se aislaron los Aspergillus de color verde oliva ama-
rillento, tipico del grupo 4. flavus. Para la identificacion
presuntiva de 4. flavus se utilizé el medio diferencial 4.
flavus y A. parasiticus agar (AFPA) [20]. En este medio,
esta especie produce una coloraciéon naranja—amarillenta
caracteristica en el reverso de la colonia luego de 48 h de
incubacion a 30 °C. La mayoria de las caracteristicas fueron
observadas a los 7 dias de incubacion. La identificacion
definitiva de las cepas se realizo de acuerdo con la clave de
Klich y Pitt (1988) [21] y Pitt y Hocking (1997) [20].

Presencia de aflatoxinas

Para determinar la presencia de aflatoxinas en las
poblaciones de A. flavus, las cepas se sembraron en medio
rapido de deteccion agar coco (AC) y se incubaron durante
5 dias a 25 °C. Tras el desarrollo fungico las placas de AC
se observaron bajo luz ultra violeta (365 nm). La presencia
de un halo fluorescente azul alrededor de la colonia indica
produccion in vitro de la toxina [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

De las muestras de semillas de mani analizadas, el 52 %
presentd contaminacién fungica y fueron identificados los
siguientes géneros: Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus y Sclerotium. Dentro de los géneros encontrados,
se aislaron hongos de almacenamiento como de suelo [23].

El analisis sanitario de las semillas contaminadas acusé
una ocurrencia simultanea de mas de una especie fungica en
la misma semilla. Asociaciones de A. flavus, R. stolonifer'y
A. niger fueron frecuentes. Se debe tener en cuenta que la
humedad relativa, la presencia de agua y las variaciones de
temperatura, durante el proceso de formacion y desarrollo
de las semillas, son factores determinantes en la intensidad
de la infeccion y contaminacion por estos microorganismos
[24].

Del 52 % de las semillas de mani procesadas, que
presentaron contaminacidn fungica, se aislaron 57 cepas
de A. flavus. Especies de Aspergillus son consideradas
iniciadoras del deterioro de las semillas y granos, causando
dafio, decoloracion y alteraciones nutricionales [6].
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Es importante destacar que las condiciones ambienta-
les que favorecen el desarrollo de los hongos no son las
mismas que favorecen la formacion de aflatoxinas. La
temperatura optima de crecimiento, especialmente para
A. flavus, esta entre los 36 °C y 38 °C, con registros de
actividad entre los 8 °C y 44 °C, con humedad relativa
superior al 80 %. Mientras que la produccion maxima de
aflatoxinas se registra en el intervalo de 25 °C a 28 °C [25].
En Misiones, estas condiciones climaticas son habituales,
no s6lo en temporada estival sino incluso durante periodo
invernal.

De las 57 cepas de A. flavus analizadas, el 88 % (50/57)
no produjeron halo azul fluorescente bajo luz UV en agar
coco a los 5 dias de incubacidn, el 12 % (7/57) fue fuerte-
mente fluorescente. La incubacion de A. flavus en agar coco
y su posterior exposicion bajo luz UV, ha sido una prueba
rapida y efectiva en la deteccion de cepas aflatoxicogénicas
[26]. Davis ef al. (1987) confirmaron por analisis quimico
la produccion de aflatoxinas de las cepas que producen
halo azul fluorescente en este medio de cultivo. Las que
producen halo intenso son potentes productoras de afla-
toxinas [22]. Inquieta la frecuencia de aislamiento de 4.
flavus, los cuales frente a factores ambientales especificos
pueden producir las AFB, y AFB,, potentes metabolitos
teratogénicos y carcinogénicos [21, 27, 28, 29, 30].

CONCLUSIONES

Se constatd la presencia de los siguientes hongos aso-
ciados a las semillas de mani: Aspergillus spp., Fusarium
spp., Penicillium spp., Rhyzopus spp. y Sclerotium spp.

Del 52 % de las semillas que presentaron contamina-
cion fingica, se obtuvieron 57 aislamientos de Aspergillus
flavus.

El estudio de la capacidad aflatoxigénica in vitro, de las
cepas de A. flavus fue de un 12 %.

Los cuidados en el almacenamiento, en especial en el
control de humedad y temperatura, ayudarian a la preven-
cion de la contaminacion fingica en las semillas de mani,
tanto para el consumo “in natura” como para productos
industrializados.
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