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MYCOFLORA OF AROMATIC HERBS USED TO ELABORATE YERBA MATE WITH HERBS

The objective of our research was to evaluate the total fungal contamination (filamentous
fungi and yeast) and the main types present in the aromatic herbs like Kaa Heé (Rebaudiana
Bertoni), Peppermint (Minthostachys verticillata) and Pennyroyal (Lippia turbinata), used to
elaborate yerba mate with herbs. Dilution plating method was employed for fungal growth
and identification. The total fungal count was in the order of 105CFU/g for all three aromatic
types studied. The main genera of filamentous fungi identified were Aspergillus spp,
Penicilium spp, Scopulariopsis spp and Cladosporium spp. The more frequently isolated yeast
was Rhodotorula spp and Saccharomyces spp.
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El objetivo de nuestro trabajo consistié en evaluar la contaminacién flingica total (hongos
filamentosos y levaduras) y los principales géneros presentes en las hierbas aromatizantes
Kaa Heé, Peperina y Poleo empleadas en la elaboracion de Yerba Mate compuesta. Se utilizé
el método de Dilucién en placas para el desarrollo e identificacion de la flora flngica. Los
resultados del Recuento total de Colonias fueron del orden de 10°UFC/g, para las tres espe-
cies aromatizantes estudiadas. Los principales géneros de hongos filamentosos identificados
fueron Aspergillus spp, Penicillium spp, Scopulariopsis spp y Cladosporium spp. Las levaduras
de aislamiento mas frecuente fueron Rhodotorula spp y Saccharomyces spp.

PALABRAS CLAVES: micoflora, hierbas aromatizantes, yerba mate, Kaa Heé, peperina, poleo.



INTRODUCCION

Lamayoriadelos molinos yerbateros del pais
estan comercializando yerba mate compuesta, la
gue se elabora con yerbamate més el adicionado
en proporciones diversas de distintas hierbas
aromati zantes. Estas |e confieren al producto final
sabores heterogéneos agradables de buena re-
cepcion en el mercado. En la provinciade Misio-
nes, dadas | as caracteristicas climéticasy del sue-
lo, se cultiva con buen rendimiento una amplia
variedad de especies, |o que significa un impor-
tante aporte econdémico ala produccién local.

Laflorafungicanatural contaminante de hojas
y tallos se conoce con el nombre deflorafiloplana
siendo importante conocer €l nivel delamismaen
las hierbas dado su empleo en la elaboracion de
diversas yerbas mate compuestas.

Las especies de hierbas aromatizantes que
son destinadas para la mezcla se someten a un
proceso de deshidrataci 6n que consiste en distri-
buirlas dentro de un espacio cubierto convenien-
temente aireado para la eliminacion natural del
contenido acuoso. Unavez eliminadala humedad
delashojasy tallos, seles realiza una molienda
fina

A layerba mate con el periodo de estaciona-
miento cumplido se le adicionan las hierbas en
proporciones que oscilan desde el 0,5 a 1% de
cada una, dependiendo de |as caracteristicas aro-
méaticas y de sabor que se le quieran otorgar al
producto paralograr buena aceptacion por el con-
sumidor.

Hasta el presente no se harealizado el andlisis
de lamicoflora en hierbas aromatizantes regiona-
les, aun cuando las condiciones climaticas favore-
cen ampliamente la contaminacién fungica del
sustrato. Por otra parte, estas hierbas no pueden
recibir tratamientos térmicos ni quimicos debido a
que se eliminarian y/o alterarian los compuestos
aromatizantes que las caracterizan.

Por ello y ante la presencia en el mercado de
una amplia variedad de marcas comerciales de
yerba mate compuesta, nos intereso estudiar la
flora fungica contaminante de las hierbas aroma-
tizantes, en especial la presencia de cepas poten-
cialmente micotoxicogénicas.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se estudiaron | as especies aromatizantes: Kaa
Heé, peperinay poleo, obtenidas de un estableci-
miento yerbatero local productor de yerba mate
compuesta.

Se realizaron dos muestreos con un intervalo
de tres meses, sobre un total de 1.000 Kg, cada
vez, recolectandose 500 g de cada unade las espe-
cies almacenadas en bolsas de 50 K g de pafio de
arpilleradetejido sintético. Las muestras se toma-
ron mediante muestreo aleatorio con un calador
de acero inoxidable de 50 g de capacidad colocan-
dolas en bolsas de papel.

Preparacion de las Muestras Analiticas

Se tomaron alicuotas de 20 g de cada una de
las especies, se les adiciond 180 ml de agua
peptonadaal 0,1% y se homogeneizaron en licua-
doraindustrial. Los homogenatos obtenidos se
filtraron através de gasa estéril obteniéndose una
dilucién de 10°%, a partir de la cual se prepararon
lasdilucionesde 103y 104[1].

Siembra e Incubacion

Se sembraron por triplicado 100 pl delas dilu-
ciones de 10y 10 en medios de cultivo OGY E
(Agar Oxytetraciclina-Glucosa-Extracto de Leva-
dura) y DRBC (Agar Dichloran-Rosa de Bengala-
Cloramfenicol), mediante diseminacién en superfi-
cie con espéatulade Drigalski. Las placas seincu-
baron en estufaa 27 + 2°C durante 3 a5 dias.

Recuento Total de Colonias

A los 4 dias se procedi6 a Recuento Total de
Colonias (RTC), y alacaracterizacion delos géne-
ros que ya presentaban cuerpos de fructificacion
gue permitieran su identificacion. Se aislaron las
cepas de levaduras para su posterior clasificacion
y se incubaron nuevamente las placas hasta el
completo desarrollo de los hongos filamentosos
presentes. Se promediaron los triplicados de los
resultados del conteo total de colonias obtenidos
en las placas de OGYE y DRBC y se expresaron
en Unidades formadoras de Colonias por gramo
(UFC/g).
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Identificacién Taxonémica de Hongos
Filamentosos

La identificacion genérica de las cepas de
hongos filamentosos se realizd en base a la
macro-micromorfologiade las colonias[1-6]. Se
clasificaron por las caracteristicas que presenta-
ban sus cuerpos de fructificacion, los cuales se
observaron directamente de las placas del RTC
mediante observacion microscopicadirecta (10X)
de los bordes de las colonias donde el micelio
esta mas distendido. L as cepas que no fructifica-
ron alos 3-5 dias se dejaron crecer hasta que se
constato |a presencia de micelio aéreo adulto. En
estos casos, laidentificacion serealizé mediantela
observaci 6n microscopica por el método delacin-
taadhesiva[4, 9].

Identificacién Taxondmica de Levaduras

Seanalizaron las caracteristicas de crecimiento
delas cepas en diversos medios de cultivo [1-11].
Las cepas de levaduras aisladas en medios de
manteni miento se repicaron a 1) Agar Extracto de
Malta(MEA), (a25°C), parala observacion dela
macro-micromorfologia de |las colonias; 2) Agar
MEA, incubado a 37°C, que mide el crecimiento a
temperaturas elevadas; 3) Agar MEA+Acido acé-
tico (a 25°C), para cepas resistentes a preservati-
vos; 4) Agar MEA+ 50% Glucosa (a 25°C), para
medir crecimiento a actividad acuosa reducida; 5)
Agar harinade Maiz (a25°C) paracepas del géne-
ro Candida spp; 6) Agar Czapeck (a 25°C) para
medir lahabilidad de utilizar & nitrato como Gnica
fuente de nitrégeno. Lainspeccion de las placas

serealizé alos 3-7 dias. Se anot6 el tamafio y co-
lor delacolonia, asi como la presencia o ausencia
de crecimiento en los diversos medios de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nivel de contaminacion flngica obtenido fue
elevado siendo del orden de 10° UFC/g paralas
tres hierbas aromatizantes estudiadas. L os resul -
tados del Recuento Total de Colonias (RTC) y los
géneros de hongos filamentosos y levaduras mas
representativos identificados, asi como |los por-
centajes delos mismos, se presentan enlaTablal.
Kaa Heé presentd el mayor recuento flngico,
de 5,1 x 10°UFC/g con predominio delos géneros
de hongos filamentosos Penicillium spp (48%),
Aspergillus spp (44%), Scopulariopsis spp (3%) y
lalevadura Rhodotor ula spp (3%) (Figura 1).
Peperina arroj6 un RTC de 1,2 x 10° UFC/g
siendo Aspergillus spp (36%), Penicillium spp
(23%), Saccharomyces spp (14%) y Rhodotorula
spp (13%) los principal es géneros identificados
(Figura2). En estaespecie el recuento de levadu-
ras fue mas importante que para las otras dos
hierbas analizadas |legando al 32% del RTC.
Poleo present6 unaflorafangicamuy variada,
como puede apreciarse en la Tabla 1, con predomi-
nancia de los géneros de hongos filamentosos
Aspergillus spp (35%), Penicillium spp (13%),
Cladosporium spp (8%, Chrysosporium spp (6%) y
de las levaduras Rhodotorula spp (8%) y
Saccharomyces spp (6%) (Figura 3). El RTC para
estaespecie aromatizante fue de 1,1 x 10° UFC/g.
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FIGURA 1: Contaminacion relativa porcentual en KAA HEE
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Otros (10%): Candida spp (5%), Scopulariopsis spp (2%), Cladosporium spp (1%), Rhyzopus spp (1%) y
Paecilomyces spp (1%).

FIGURA 2: Contaminacion relativa porcentual en PEPERINA

Tabla 1: Recuento total de colonias fangicas e

identificacion genérica de hongos filamentosos y
levaduras contaminantes

KAA HEE PEPERINA POLEO
Rceocll;i?;: (tUol;cg}gc)ie 5,1 x 10° 1,2 x 10° 1,1 x 10°
Recuento de 4,8 x10°| % 8 x 104 % 9,3 x 10* %
filamentosos (95%) a | RTC (68%) RTC (85%) RTC
Aspergillus spp 2,25 x 105 44 4,2 x 10* 36 | 3,85 x 104 35
Penicillium spp 2,4 x 10° | 48 2,7 x 10* 23 1,4 x 104 13
Fusarium spp 4,8 x 108 4 4,4 x 108 4
Cladosporium spp 1,4 x 103 1 8,8 x 103 8
Scopulariopsis spp | 1,5 x 104 3 2,3 x 108 2
Rhizopus spp 1,2 x 103 1 5,5 x 108 5
Paecilomyces spp 1,3 x 103 1 3,3 x 108 3
Alternaria spp 4,4 x 108 4
Chrysosporium spp 6,5 x 10° 6
Aerobasidium spp 5,4 x 103 5
Trichosporon spp 2,2 x 10° 2
Recuento de 2,5 x10%| % 3,8 x 10* % 1,7 x 10* %
levaduras (5%) b RTC (32%) RTC (15%) RTC
Saccharomyces spp | 9,8 x 10®* | 1,8 | 1,6 x 10* 14 7 x 10°% 6
Rhodotorula spp 1,4 x 10* 3 1,6 x 10 13 9 x 108 8
Céandida spp 1,2 x 103 ] 0,2 6 x 103 5 1x10° 1

a - % de Hongos filamentosos/Recuento total de Colonias.
b - % de Levaduras/Recuento total de Colonias.
% RTC = Recuento del género de Hongo Filamentoso o Levadura/Recuento total de Colonias.
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En las tres hierbas aromatizantes analizadas
la presencia de hongos filamentosos preval ecié
sobre el recuento de levaduras (Figura 4), con
importantes recuentos de hongos potencial-
mente micotoxigénicos, en especial 10s géneros
Aspergillus spp (38%) y Penicillium spp (28%).
Esto concuerda con las caracteristicas propias del
sustrato estudiado con actividad acuosa reducida
y en contacto directo con el aire, vehiculo impor-
tante de una gran variedad de esporas fungicas.
El RTC para Kaa Heé se observd mas elevado
gue para peperinay poleo.

L os génerosidentificados para cada especie
vegetal analizadaarrojaron resultados diferencia-
les, propios de la flora filoplana naturalmente
presente en estas plantas. El RTC del orden de
10°UFClg, resalta laimportancia de conocer la
micoflora de hierbas aromatizantes, dado que las
mismas no pueden recibir ningln tipo de trata-
miento quimico ni fisico para controlar la conta-
minacion fungica. Ademés, este nivel de conta-
minacion podria alterar la calidad del producto
final.
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*Otros (24%): Aerobasidium spp (5%), Rhyzopus spp (5%), Alternaria spp (4%), Fusarium spp (4%),
Paecilomyces spp (3%), Trichosporon spp (2%) y Candida spp (1%).
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FIGURA 3: Contaminacion relativa porcentual en POLEO
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Recuento total de colonias, de Hongos filamentosos y de Levaduras
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