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RESUMEN: Se cuantifico e identifict la flora fangica contaminante de muestras de pimienta blanca (PB), pimienta verde (PV) y
pimienta negra (PN) que se comercializan a granel procedentes de Brasil. Se evaluo |a carga fingica total: log,, Unidades
Formadoras de Colonias (log,UFC/g) v la frecuencia de granos (%) contaminados: PB 6.70::6.84 log, UFC/g (98.4£2.7%), PV
5,67+5.32 log, UFC/g (83.3£23.0%) y PN 5.34=5.51 log, UFC/g (100%) respectivamente. Para evaluar la contaminacion
interna, los granos fueron previamente desinfectados con hipoclorito de sodio {0,05% de cloro activo) durante 2 min, los valores
obtenidos se redujeron a: PB 4.84+5.05 log, UFC/g (61.9x45.4%), PV 4.32£3.72 log ,UFC/g (5.5+4.9%) y PN 3.41+2.70
log,UFC/g (73.0+42.7%) respectivamente.

Los principales géneros fungicos encontrados fueron Aspergillus y su teleomorfo asociado Eurotium, seguido de Mucor, Penicillium,
Paecilomyces y Demateaceas. Las principales especies potencialmente toxicogénicas encontradas fueron: Aspergilius flavus, A.
versicolor y A. ochraceus.

Palabras Claves: Hongos - pimientas.

SUMMARY: Fungal microflora of samples of white (PB), green (PV) and hlack (PN) pepper was guantified and identified.
Martins, Jorge Luis; Zapata de Basilico, Maria de fa Luz; Chiericattl, Carolina Andrea; Basilico, Juan Carlos. These samples
were taken from bulk productions proceeding from Brasil. Total fungal contents: log,, Colony Forming Units for g {log,,CFU/g) and
frequency (%) were determined and the results were: 6.70+6.84 log, CFU/g {58_4:2,?%} for PB, 5.67+5.32 log, CFU/g
(83.3x23.0%) for PV and 5.34+5.51 log, ,CFU/g {100%) for PN respectively. To determine their internal contamination, grains were
previously disinfected with sodium hypochloride (0.05% active chloride) for 2 min, The contamination was reduced to 4.84+5.05
log, ,CFU/g (61.9+45.4%) for PB, 4.32+3.72 log, CFU/g (5.5£4.9%) for PV and 3.41x2.70 log, CFU/g (73.0+42.7%) for PN
respectively.

The main fungals genera isolated were Aspergiffus and its associated teleomorph Eurotium followed by Mucor, Penicillium,
Paecilomyces and Demateaceas. The main potencially toxicogenic species found were Aspergilius flavus, A. versicolor and A.
ochraceus,

Key words: Jungi - pepper.

Introduccion

Las pimientas verde, negra y blanca proceden
de la misma planta Piper nigrum, que crece en re-
giones tropicales con temperatura y humedad uni-
formes. La pimienta negra (PN) se obtiene a partir
de la cosecha del fruto inmaduro que es desecado al
sol. La pimienta verde (PV) se obtiene cuando se
seca en corriente de aire seco ala sombra. En tanto
que la pimienta blanca (PB) es la baya madura des-
provista de céscara.
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Argentina no produce pimientas por carecer de
zonas climaticas adecuadas y debe importarlas, sien-
do Brasil el principal proveedor. De los 9 millones de
pesos que importa Argentina en especias, el 40 %
corresponde a pimientas (1).

Si bien se conocen estudios de la contamina-
cion fungica en especias (2,3,4) a nuestro conoci-
miento no se dispone de datos referidos a los dife-
rentes tipos de pimientas comercializadas en nues-
tro pais. Las condiciones climaticas de nuestra re-
gion permiten el desarrollo de la flora fingica pre-
sente en las mismas y la posible produccion de
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micotoxinas, cuando se sazonan comidas que no se
consumen inmediatamente. De alli 1a importancia
de conocer su contaminacion flngica y especialmente
con mohos potencialmente toxicogénicos,

El objetivo del presente trabajo fue determinar
la contaminacion fungica de PB, PV y PN, que se
comercializan en |a ciudad de Santa Fe, Argentina
procedentes de Brasil, evaluando la posible presen-
cia de mohos potencialmente toxicogénicos.

Materiales y Métodos
Muestreo:

Se analizaron 3 muestras de aproximadamente
150 g de cada una de los tipos de pimienta estudia-
dos PY, PN y PB. Las mismas fueron obtenidas en
forma aséptica en bolsas estériles a partir de dife-
rentes comercios de |a ciudad de Santa Fe, Argenti-
na, donde son vendidas a granel, siendo inmediata-
mente transportadas al laboratorio donde se las pro-
ceso dentrodelas 24 h.

Recuento fungico;

(a) Siembra por dilucion;

Las muestras fueron molidas en condiciones
asépticas en un molino a cuchillas (2 x 30 s). Se
pesaron 10 g de cada una de ellas y se transfirieron
afrascos conteniendo 90 ml de agua de peptona es-
t€ril (0.1 % #/,). Posteriormente se realizaron dilucio-
nes decimales y se distribuyeron 0.1 ml de las mis-
mas en la superficie de placas conteniendo el medio
dicloran glicerol 18 % agar (DG 18) (5).

(b) Siembra directa:

Cincuenta granos de cada una de las muestras
de pimientas fueron sembrados sobre la superficie
de placas conteniendo el medio DG 18 (5, 6). Estas
muestras seran denominadas ninguno.

(c) Desinfeccion de los granos:

Con objeto de analizar la contaminacidn fingica
interna de los granos de pimienta se trabajo con to-
das las muestras en paralelo, siendo los granos pre-
viamente desinfectados en su superficie con una
solucion de hipoclorito de sodio conteniendo 0.05 %
de cloro activo durante 2 min (5). Estas muestras
serdn denominadas desinfectadas.
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Incubacion:

Todas las placas fueron incubadas durante 5
dias a 28 °C. Concluida la incubacion de las mues-
tras sembradas por dilucion se realizo el recuento de
las colonias y los resultados se expresaron enlog,,
Unidades Formadoras de Colonias (log, UFC)/g. En
las placas sembradas directamente con los granos
de pimienta, se observaron los mismos con lupa
estereoscopica y se determiné la frecuencia de los
mismos que presentaron desarrollo de al menos una
colonia fangica por grano, los resultados se expresa-
ron como porcentaje de granos contaminados.

Identificacion de aislados fingicos:

Las colonias fungicas obtenidas fueron inocu-
ladas en DG 18 hasta obtener cultivos puros. Los
generos fungicos fueron identificados de acuerdo a
las pautas propuestas por diferentes autores (5, 7,
8). Para la identificacion de las especies de
Aspergillus y Eurotium se utiliz, ademas bibliogra-
fia accesoria (9, 10).

Analisis estadisticos

Los resultados de contaminacién fueron ex-
presados como Media + Desviacion Estandar (X +
SD). Se utilizé Andlisis de Varianza para evaluar la
contaminacién fingica de los granos de los diferen-
tes tipos de pimienta que recibieron o no tratamiento
de desinfeccion. Cuando el Andlisis de Varianza mos-
tré significacion en al menos p<0.05, se utilizo pos-
teriormente el test de Sheffé para comparar
estadisticamente los efectos individuales entre gru-
pos, en cuyo caso valores de p<0.05 fueron consi-
derados significativamente diferentes (11, 12),

Resultados y Discusién

En la Tabla 1 puede observarse la evaluacion
de la contaminacion flngica de los diferentes tipos
de granos de pimienta estudiados. Los valores de la
carga fungica total encontrada fueron concordantes
con los citados por otros autores (2, 3, 4) y mas
bajos que los encontrados por Hocking (13), quien
detectd niveles de hasta 10° UFC/g. Para descartar
la contaminacién superficial acompanante e inhe-
rente al tipo de comercializacitn a granel, se proce-
di6 a la desinfeccion de los granos mediante un tra-
tamiento con hipoclorito de sodio previo a la molien-
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da de las mismas. Como puede constatarse, se ob-
servo al menos una reduccion de un orden decimal.
Cuando se evaluaron los resultados estadisticamente
pudo observarse gue las bayas de PN desinfectadas
muestran una menor contaminacion.

Estudios colaborativos interlaboratorios han
demostrado que el método de plagueo debe utilizar-
se de preferencia para la deteccién, enumeracion y
aislamiento de mohos a partir de alimentos particu-
lados como bayas, semillas y nueces (6). Los resul-
tados obtenidos por este método no deben ser com-
parados directamente con los obtenidos por el méto-
do de dilucion en placa. Sin embargo, es razonable
asumir gue una elevada frecuencia de granos conta-
minados con al menos una especie fingica, se
correlaciona con unainvasion extensiva de las mis-
mas. Dentro de los factores a tener en cuenta en la
interpretacion de los resultados se destaca que, los
mohos muestran una gran variabilidad en cuanto a
grado de esporulacién, lo que contribuye aln mas a
laimposibilidad de comparar estos dos tipos de eva-
luacion (5, 6).

EnlaTabla 1 se puede constatar que la frecuen-
cia de contaminacién fue elevada, no pudiéndose
observar diferencias significativas entre los diferen-
tes tipos de pimientas estudiados; en el caso de las
muestras de PN incluyd a todas las bayas examina-
das. Cuando se estudiaron alicuotas de las mismas
muestras desinfectadas superficialmente, se pudo
determinar un descenso significativo de la frecuen-
cia de contaminacion llegando a valores muy bajos
para PV. Si bien las condiciones climéticas de las
regiones de cultivo de Piper nigrum son favorables
para el desarrollo de mohos, los resultados obteni-
dos sugeririan que la invasion fingica se produciria
cuando las bayas son maduradas en la planta (PB),
penetrando por debajo de la cdscara o cuando los
frutos inmaduros son secados directamente al sol,
estando expuestos de esta manera a la accion de la
humedad propia de climas tropicales, como es el
caso de PN. En cambio cuando las bayas son seca-
das en corriente de aire caliente seco y en menor
tiempo, la flora fingica que desarrolla bajo estas
condiciones no alcanza a penetrar en los frutos. Es-
tas observaciones concuerdan con los resultados
obtenidos por otros investigadores (4, 14) si bien las
condiciones de estudio de dichos autores fueron di-
ferentes a las nuestras.

EnlaTabla 2 puede observarse la frecuencia de
los géneros fungicos aislados a partir de los granos
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de los diferentes tipos de pimientas en estudio. El
género Aspergillus y su teleomorfo Eurotium fueron
los que se presentaron con mayor frecuencia en to-
dos los tipos de pimientas analizados llegando hasta
un90.8 % en granos de PB. El género Eurotium fue
predominante en el interior de los frutos. Estos resul-
tados obtenidos fueron coincidentes con los de pi-
mientas cultivadas en Filipinas (5). El alto porcentaje
de aislados pertenecientes al género Aspergillus y
su teleomorfo Eurotium fue concordante con las ca-
racteristicas de crecimiento de los mismos, los cua-
les prefieren elevadas temperaturas y/o actividad
acuosa (a) reducidas (5). Estas condiciones permi-
ten que estos mohos puedan crecer en forma pre-
ponderante sobre los granos de pimienta. Nuestros
hallazgos concordaron en este aspecto con los re-
sultados obtenidos por diferentes autores (2, 3, 15,
16) para pimientas provenientes del sudeste asiati-
co, India y Nigeria. Los otros géneros identificados
no guardaron un patrén de frecuencias.

Se identificaron las especies de los géneros
Aspergillus y Eurotium aisladas dada su elevada fre-
cuencia de aparicion y a los potenciales riesgos
micotoxicol6gicos de algunas de ellas. Como puede
observarse en |a Tabla 3 se identificaron 10 especies
de Aspergillus y 3 especies de Eurotium. Entre |as
especies de Aspergillus potencialmente toxicogéni-
cos se destaca la presencia de Aspergillus flavus
productor de aflatoxinas del grupo B (5), el cual se
aisld de los tres tipos de pimientas estudiadas. Con
menor frecuencia se aisld A. versicolor productor de
esterigmatocistina en PV y PB, éste es un hongo
xerofilico con crecimiento hastauna, de 0.76 (17) y
A. ochraceus productor de ocratoxina A (18) sdlo de
PN con una frecuencia que alcanza al 7.4 %. Estas
tres especies fungicas son aisladas frecuentemente
apartir de frutos y bayas secos (13, 19, 20, 21),

En los Oltimos anos aislados pertenecientes al
género Aspergillus seccidn Nigri han acaparado la
atencion como productores de ocratoxina A. Estos
hongos se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza y son frecuentes contaminantes de pro-
ductos de origen tropical asi como de frutos secados
al sol, en los cuales se ha detectado presencia de
ocratoxina A (22, 23). Aspergillus niger se aislo de la
superficie de los tres tipos de granos alcanzando un
valor maximo en PN la cual fue también el Gnico tipo
de pimienta contaminada con A. ochraceus.

Por otra parte se debe destacar la presencia de
A. fumigatus, el cual es un hongo patogeno que pue-
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de ocasionar aspergilosis pulmonar o respuesta
alérgica severa por inhalacion (24), encontrado en
PN, por lo que en este caso se trataria de un riesgo
potencial para los operadores de cocinas, los cuales
estan en contacto directo con inhalaciones de esta
especia.
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Si bien en este trabajo no se estudid la capaci-
dad toxicogénica de las especies potencialmente
productoras de micotoxinas, se considera que el ries-
go de contaminar los alimentos directamente con
micotoxinas es muy bajo dado que si bien los mohos
encontrados pueden crecer a relativamente bajos a,,
se ha demostrado que las condiciones para producir
micotoxinas son mas restrictivas (5, 7, 19).

Tabla 1: Evaluacion de la contaminacion fingica de granos de pimienta blanca (PB), pimienta verde (PV) y
pimienta negra (PN) por el método de dilucién en placa y por plaqueo directo

PB PV PN
Tratamiento de
las muestras Contaminacion fungica (IangFC}fg
Ninguno 3) 6.70+6.84" 5.67+5.32" 5.34+551"
Desinfec.” (3) 4.84+505" 4.32+3.72b 3.41+2.70¢
Frecuencia de granos contaminados [%)m
Ninguno 3) 984 + 2.7 833 + 230" 100,0 = 0,0'
Desinfec. @) 61,9 = 454° 5549 730 + 42,7

(- Granos desinfectados con hipoclorito de sodio, cloro activo 0,05%, 2 min.
@ (N° de granos contaminados / 50 granos por muestra) x 100.

- Nomero de muestras en cada grupo.
Los valores se expresaron como media = SD

Los valores con letras en supraindices diferentes son significativamente distintos (p<0,05).
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Tabla 2: Frecuencia (%) de géneros fungicos aislados de granos de pimienta blanca (PB), pimienta verde
(PV) y pimienta negra (PN)

e PB PV PN
Géneros aislados Desinfec.””  Ninguno Desinfec. Ninguno Desinfec. Ninguno
Aspergillus 263" 486 0 55.9 154 530
Eurotium 526 422 66.7 254 38.4 28.8
Penicilliurm 2.6 2.8 0 13.6 0 3.0
Paecilomyces 26 0 0 0 23.1 0
Trichoderma 0 0 0 5.1 0 0
Botryotrichum 5.3 1.8 0 0 0 0
Mucor 0 0 33.3 0 23.1 12.1
Rhizopus 0 0 0 0 0 31
Syncephalastrum 0 18 0 0 0 0
Demateaceas 10.6 2.8 0 0 0 0
Total 100 100 100 100 100 100

™ Granos desinfectados con hipoclorite de sodio, cloro activo 0,05%. 2 min.
@ (N® de aislados del género/N° total de aisladas) x 100.
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Tabla 3: Frecuencia (%) de especies del género Aspergifius y su teleomorfo asociado Eurotium, aislados
de los granos de pimienta blanca (PB), pimienta verde (PV) y pimienta negra (PN)

PB PV PN
Tratamiento Desinfec(1). Ninguno Desinfec. Ninguno  Desinfec. Ninguno
de muestras
Especies aisladas
A. flavus 6,7" 20,2 0 12,5 0 13,0
A. niger 0 29,3 0 20,9 0 444
A. ochraceus 0 0 0 0 0 74
A. versicolor 6,7 1,0 0 12,5 0 0
A. fumigatus 0 0 0 0 28,6 0
A. sydowii 10,0 1,0 0 10,4 0 0
A. caespitosus 10,0 1,0 0 0 0 0
A. restrictu 0 0 0 10,4 0 0
A. lamarii 0 1.0 0 0 0 0
A. candidus 0 0 0 2.1 0 0
E. chevalieri 499 121 0 10,4 28,6 14,8
E.amstelodami 6,7 23,2 0 104 28,6 93
E. rubrum 10,0 11,2 100 10,4 14,2 1,1
Total 100 100 100 100 100 100

" Granos desinfectados con hipoclarito de sodio, cloro activo 0,05%, 2 min.
@ (N® de aislados de especie/N° total de aislados) x 100.
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Conclusiones

En este trabajo pudo observarse que los dlfe-
rentes tipos de pimienta estudiados, provenientes de
Brasil, poseen una contaminacion flngica coinciden-
tes con los que se comercializan en otras partes del
mundo. Asimismo se destaca un elevado predomi-
nio de los géneros Aspergiflus y Eurotium, con pre-
sencia de algunas especies potencialmente
toxicogénicas. Al respecte es importante tener en
cuenta que las pimientas son especias que no solo
se agregan a alimentos previo a su coccion, sino que
son adecuadas para sazonar platos ya preparados
que no siempre son consumidos rdpidamente, pu-
diendo encontrar los mohos ambiente propicio para
desarrollarse y producir micotoxinas,
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