
Detection of ocratoxin A production by Aspergillus section Nigri strains isolated 
from composed yerba mate 

Ab&trad. Ochratoxin A (OTA) is an teratogenic, immunosuppressor, nefrotoxic and carcinogenic 
mycotoxin produced by the genusAspelgillus and Penicillium. Recent studies dernostrated that 
Aspelgillus section Nigri are important producers of this toxin and are part of mioobiota found in 
several foods. The objective of the present work were to investigate genusAspetgillus incidence 
in oomposed yerba mate and to determine ochratoxin A production by AsperWIIus section Ni&ri 
strains. Were isolated 2072 Aspergillus strains from 41 samples of oomposecl yerba mate, of the 
total1635 belonging to Nigri section. For detection ochratoxin A production, the strains were 
cultivated in Czapeck yeast extract agar, at 25 "C for 7 days and the toxin was detected by thin 
layer chromatography under UV light. From the 1635 strains we studied, to oorresponded 40% to 
A japonieus var. japonicus, 28% A japonicus var. aculeatus, 16% A niger var. niger; 12% A 
foetidus, 2% A carbonarius and 2% A niger var. awamori. Less than 1% of the strains showed 
ochratoxin A production in vitro, being the specie unique OTA production A japonieus var. 
aculeatus. 
Keywords: 1/ex paraguariensis, filamentous fungi, moulds, mycotoxins 

Resumen. Ocratoxina A (OTA) es una miootoxina nefrot6xica, inmunosupresora, tera~nica y 
potencial mente cancerfgena producida por especies de los r#nerosAspergillus y Penicillium. Los 
miembros de Aspergillus secd6n Nigri son importantes productores de OTA y forman parte de Ia 
mioobiota de diversos alirnentos. El objetivo del presente trabajo fue investigar Ia incidencia del 
r#nero Aspetgillus en yerba mate compuesta y determinar Ia capacidad oaatoxir#nica de 
especies de Aspetgillus secci6n Nigri. Se aislaron 2072 cepas de Aspetgillus a partir de 41 
muestras de yerba mate compuesta, de las wales 1635 pertenederon a Ia secd6n Nigri. Para Ia 
detecci6n de Ia capacidad ocratoxigenica, las cepas se cultivaron en agar Czapeck extracto de 
levadura a 25 ac por 7 dfas y Ia toxina se detect6 mediante cromatograffa en capa delgada, bajo 
luz UV. De las 1635 cepas estudiadas, 40% correspondieron aA japonicus var. japonicus, 28% a 
A japonieus var. aculea.tus, 16% a A np var. niser, 12% aA foetidus, 2% aA carbonarius y 2% 
a A np var. awamori. Menos del1% de las cepas mostraron capacidad ocratoxigenica in vitro, 
siendoA japonicus var. aculea.tus Ia unica especie productora de OTA. 
Palabras claw: /lex paraguariensis, hongos filame~ rnohos, micotoxinas. 
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.... lntroducciOn 

La yerba mate, /lex paraguariensis Saint Hilaire, es una 

planta que crece en forma silvestre en el norte de Argentina y 

Paraguay, a partir de la cual se obtiene la yerba mate 

elaborada. Con este producto se prepara el mate, una bebida 

popular en America del Sur y ampliamente consumida en 

Europa y Estados Unidos (De Bernardi, 2001 ). Sus principios 

activos se encuentran en las bojas, por lo que se realiza una 

cosecha en forma de poda, que no petjudica a1 arbol. Sus 

propiedades terapeuticas y nutritivas no dependen de un solo 

principio activo, sino de todo un complejo, entre los que se 

destacan su contenido en polifenoles, catequinas, vitamina C, 

vitaminas del complejo B y minerales, entre otros. 

Investigaciones cientificas sefialan que la yerba mate posee 

propiedades antioxidantes, diureticas y es considerado un 

laxante natural. En la yerba mate, el contenido de cafeina 

actlia como un estimulante que favorece el trabajo intelectual 

y disminuye la fatiga mental y fisica (Parra, 2005). 

El consumo de yerba mate forma parte de la cultura 

popular de paises del Mercosur, siendo ingerida diariamente 

por la poblaci6n adulta e infantil en sus variadas formas: mate 

caliente, mate cocido o mate frio (terere). Tambien se emplea 

en la elaboraci6n de cosmeticos, por sus propiedades 

antioxidantes (De Paula y Cbociai, 2000), o como ingrediente 

en bebidas energizantes (Schmalko, 2005). 

En los Ultimos aiios, los empresarios e industriales 

del sector han comenzado a ofrecer diversas presentaciones 

comerciales de la yerba mate, como son: la yerba mate 

elaborada, yerba mate compuesta, yerba mate soluble, yerba 

mate en saquitos y yerba mate saborizada, con la fmalidad de 

brindar productos con mayor variedad de sabores y amplios 

beneficios para Ia salud (Parra, 2006). La yerba mate 

compuesta (YMC) es un producto derivado de la yerba mate 

elaborada, con el agregado de hierbas sapido-arom.Aticas, 

entre un 2 y 40%, que le confieren un sabor diferente a1 mate 

tradicional (CAA, 2000). 

Actualmente se observa un incremento en el 

consumo de YMC debido a que puede contener hierbas con 

propiedades organolepticas (saborizantes y aromatizantes), 

medicinales (digestivas, tranquilizantes y diureticas) y 

esteticas (adelgazantes). 

Las principales fuentes de contaminaci6n de la yerba 

mate y de las hierbas agregadas son el suelo y el aire. La 

presencia de microorganismos en los alimentos no significa 

necesariamente un peligro para el consumidor o una calidad 

inferior de estos productos (Jay, 1994). Los alimentos 

deshidratados o secados como yerba mate, no suelen ser 

esteriles; sin embargo, debido a su baja actividad de agua, 

pueden permanecer estables microbiol6gicamente durante 

mucho tiempo y s6lo cuando se humedecen puede comenzar 

la alteraci6n (Frazier y Westhoff, 1993). 

El proceso de elaboraci6n industrial de yerba mate es 

estrictamente controlado, con el fin de generar un producto 

adecuado para el consumo, con baja carga microbiana. Sin 

embargo, los intervalos de bumedad, temperatura e higiene 

pueden variar, generando condiciones favorables para la 

proliferaci6n de bongos y bacterias contaminantes; los cuales 

pueden modificarsu calidad bromatol6gica, microbiol6gica y 

comercial. Asi mismo, las bierbas empleadas en Ia 

preparaci6n de YMC, no pueden ser expuestas a tratamientos 

termicos o quimicos drasticos, porque perderian sus 

propiedades medicinales, organolepticas y aromaticas por las 

que son empleadas; por lo que podrlan presentar una alta 

carga microbiana ( Jerke et al., 2006). 

Las micotoxinas son productos del metabolismo 

secundario de algunas especies de bongos filamentosos de los 

generos Aspergillus, Penicillium y Fusarium; que pueden 

causar a los animales, incluyendo el hombre, alteraciones 

biol6gicas peijudiciales para la salud. Estos metabolitos son 

quimicamente diversos y pueden estar contenidos en el 

micelio, en el interior de las esporas o ser liberados en el 

alimento (Edwards et al., 2002; Mantle, 2002). Estos 



metabolitos secundarios son formados a partir de unos pocos pequeftas de lamisma. 

intermediarios del metabolismo primario, bajo condiciones Desde su descubrimiento en 1965, la producci6n de 

sub6ptimas o de estres (Swanson, 1987). Durante la esta micotoxina se asociaba clasicamente a Aspergillus 

biosintesis de estos metabolitos, la cantidad producida ochraceus y Penicillium verrucosum (Hesseltine et al., 1972). 

depende no s61o de los pan'lmetros nutricionales y No obstante, Ia incidencia y distribuci6n habitual de estas 

am bien tales, sino tambien de la historia del desarrollo del especies no permitfan explicar la elevada presencia de OTA en 

moho. La formaci6n de micotoxinas refleja que el bongo ha una gran variedad de alimentos destinados al consumo 

alcanzado cierto grado de diferenciaci6n bioquimica, humano y animal, por lo que se pens6 que otras especies 

fisiol6gica y morfol6gica (Adams y Moss, 1991 ). En la Tabla filngicas podian estar tam bien implicadas. Estudios recientes 

1 se presentan los principales generos de bongos demostraronqueAspeJXilluspertenecientesalasecci6nNigri 

micotoxigemcos y las micotoxinas que producen (Patel, son importantes productores de dicha toxina y forman parte 

2004 ). de la micota de diversos alimentos (Franco, 2005). 

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina 

nefi:ot6xica, inmunosupresora, teratogemca ypotencialmente 

cancerigena producida por especies de los generos 

Aspergillus y Penicillium. Ha sido clasificada por Ia 

Association for Research in Cancer (IARC, 2006) como un 

posible carcin6geno humano (grupo 2B), debido a Ia 

suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales, si bien 

los datos en el hombre no son concluyentes. En su estructura 

posee una molecula de cloro, responsable del caracter t6xico. 

Ademas es termoestable y soluble en agua, raz6n por Ia que 

podria ser ingerida con el mate o terere, que son las formas 

habituales de consumo de la YMC. La enfermedad producida 

por OTA, se presenta luego de una ingesta cr6nica de 

alimentos o bebidas conteniendo concentraciones muy 

Tabla 1. Principales generos fU.ngicos y las micotoxinas que 
pro due en 

Genero 

.AspeFgjllu!s 

Pe:nicillium 

Fuente: Pattel (2004). 

Micotoxinas 

Aflatox::ina B1 ~ G1 G2; Ocmtoxina A; 
Patulin a; Acido ciclopiamnico. 

Toxina T2; Deoxynivalenol, DON; 
Zeamlenona; Fumonisina ~ 

Ocratm.ina A. Citrinin a 
Acido ciclopiazonico. 

En estudios previos se ha encontrado que los bongos 

contaminantes mas frecuentes de yerba mate elaborada 

pertenecen a Aspergillus secci6n Nigri (Jerke eta/., 2006; 

Jerke eta/., 2010). Teniendo en cuenta que los AspeJXillus 

negros se consideran fuente de OTA en climas tropicales y 

subtropicales y que se han encontrado residuos de OTA en el 

suero de numerosos individuos sin poder precisar el origen 

(K.uiper-Goodman y Scott, 1989; Creppy, 1999; Peraica eta/., 

1999; Petzinger y Weidenbach, 2002), actualmente estamos 

enfocados en la busqueda de mohos con capacidad de 

producci6n de ocratoxinaAin vitro en muestras de YMC. 

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del 

presente trabajo fue investigar la incidencia del genero 

Aspergillus en yerba mate compuesta y determinar la 

capacidad ocratoxigeruca de especies de Aspergillus secci6n 

Nigri. 

~Materiales y mi\todos 

Se evaluaron 41 muestras de yerba mate compuesta (YMC) 

obtenidas de comercios centricos y perifencos de Ia ciudad de 

Posadas, Provincia de Misiones, Argentina. Para su estudio, 

las muestras se clasificaron en dos grupos teniendo en cuenta 

el porcentaje de hierbas adicionadas, teniendo como limite 
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15%. De las 41 muestras, 20 contenian unporcentaje inferior 

al 15% de hierbas adicionadas (<15%), y 21 un porcentaje 

mayor a 15% (>15%). Las muestras fueron sembradas en 

medio de cultivo bongos y levaduras con cloranfenicol, 

registrandose el total de mohos contaminantes presentes y 

seleccionandose las cepas con caracteristicas macro y 

micromorfol6gicas correspondientes al genero Aspergillus. 

Las cepas se clasificaron empleando la clave de 

Klich (2002), que se basa principalmente en caracteristicas 

morfol6gicas, tales como forma y ornamentaciones 

conidiales, tamafio de los conidios, estructura de los 

conidi6foros, coloraci6n de las colonias, entre otras. Cada 

cepa fue sembrada en tres medios de cultivos diferentes: agar 

Czapeck extracto de levadura, CYA; agar extracto de malta, 

MEA y agar Czapeck extracto de levadura con 20% de 

sucrosa, CY20S. Se determin6 el porcentaj e de incidencia del 

genero Aspergillus sobre el total de muestras analizadas 

(PIGA = N° de muestras contaminadas con el genero 

Aspergillus IN" total de muestras analizadas) y el porcentaje 

de incidencia de Aspergillus secci6n Nigri, (PIGAN = N" de 

muestras contaminadas con Aspergillus secci6n Nigri I N" 

total de muestras analizadas). Del total de cepas aisladas se 

determin6 la incidencia relativa porcentual del genero 

Aspergillus (IRPA = N" de cepas del genero Aspergillus IN" 

total de cepas contaminantes) y la incidencia relativa 

porcentual de Aspergillus secci6n Nigri (IRPAN = N" de 

cepas de Aspergillus secci6n Nigri I N" total de cepas 

contaminantes ). 

Para Ia detecci6n de la producci6n de OTA in vitro, 

cada cepa se cultiv6 en CYAy se incub6 en oscuridad a 25°C 

por 7 dfas. Se efectu6la extracci6n de todo el medio de cultivo 

con cloroformo con agitaci6n a 250 rpm durante 90 min. El 

extracto se filtr6, se evapor6 en estufa a 500C y se resuspendi6 

en 1 mLde cloroformo:eter:acido acetico (17:3:1). Se sembr6 

en una placa cromatognlfica de silica gel60 con: a) 10 fJL del 

extracto de cada cepa analizada, b) 1 0 pL de la cepa patr6n y 

c) 2, 4 y 6 !JL del estandar de ocratoxinaA, (SIGMA 01877 -

lmg, Ochratoxin A from Aspergillus ochraceus). Se utiliz6 

como solvente de corrida clorofonno:eter;acido acetico 

(17:3:1). LaOTAfue identificada bajo luz UV a366nm como 

una mancha fluorescente verde azulada con la misma 

movilidad del estandar de OTA. Como confirmaci6n, las 

manchas se expusieron a vapores de amoniaco, ya que en 

presencia de OTA la fluorescencia verde azulada vira a azul 

brillante. 

~Resultados 
En las muestras con un contenido <15% de hierbas 

adicionadas la incidencia del genero Aspergillus, PIGA, fue 

del81% y la incidencia de Aspergillus secci6nNigri, PIGAN, 

del71 %. En las muestras con un adicionado > 15% de hierbas, 

se obtuvieron valores de PIGAde 90% y de PIG AN de 80%. 

De las 41 muestras de yerba mate compuesta 

analizadas, se aislaron un total de 5237 cepas de mohos 

contaminantes, de las cuales 2072 cepas pertenecieron al 

generoAspergillus. Las muestras con un contenido <15% de 

hierbas adicionadas, presentaron un IRPA de 42% aislandose 

un total de 907 cepas pertenecientes al genero, de las cuales 

78.5% correspondieron a Aspergillus secci6n Nigri (valor 

IRPAN), 11.3% fueron cepas de A. jlavus y A. parasiticus y 

10.2% otras especies comoA. fumigatus, A. ustus, A. niveus, 

entre otras. En las muestras con un contenido > 15% de hierbas 

adicionadas, se observ6 un IRPA de 37.85% y se aislaron un 

total de 1165 cepas pertenecientes al genero Aspergillus, de 

las cuales 79.35% correspondieron a Aspergillus secci6n 

Nigri (valor IRPAN), 15.65% fueron cepas de A. flavus y A. 

parasiticus, y 5% otras especies como A. fumigatus. A. ustus, 

A. niveus, entre otras. 

En ambos grupos se observ6 una representatividad 

del genero Aspergillus secci6n Nigri, aislandose un total de 

1635 cepas: 711 provenientes de las muestras con un 

contenido de hierbas ( <15%) y 924 de yerba mate compuesta 



con un porcentaje de hierbas adicionadas (>15%). Los poseen la capacidad de crecer en una gran variedad de 

cultivos fueron identificados a nivel de especie, obteniendose sustratos como semillas, granos, forrajes, verduras, frutas, 

654 cepas de A. japonicus var.japonicus (40%), 458 de A. piensos, entre otros (Domsch et al., 1980; Pitt y Hocking, 

japonicus var. aculeatus (28%), 261 de A. niger var. niger 1997). 

(16%), 198 deA.foetidus(12%), 32 de A. carbonarius (2%) y Las cepas ocratoxigemcas fueron aisladas de una 

32correspondientesaA.nigervar.awamori(2%). sola muestra de YMC con un contenido >15% de hierbas 

Para la detecci6n de la capacidad de producci6n de adicionadas. Debido a que en estudios realizados en yerba 

OTA in vitro, se trabaj6 con todas las cepas aisladas de mate elaborada y yerba mate canchada no se ha detectado 

Aspergillus secci6n Nigri, y una cepa patr6n con conocida ninguna cepa productora de OTA in vitro (Castrillo, 2010), 

capacidad de producci6n de OTA (A. carbonarius JFPE posiblemente en YMC las cepas ocratoxigenicas provengan 

1546). De las 1635 cultivos estudiados, s6lo 12 cepas de A. delashierbasagregadas. 

japonicus var. aculeatus, aisladas de una muestra de YMC El hallazgo de bongos toxigenicos en un sustrato no 

con un contenido de hierbas > 15%, mostraron positiva 

capacidad ocratoxigenica, bajo el limite de detecci6n del 

metodo empleado. Estos resultados arrojan una incidencia de 

cepas ocratoxigenicas del 2.5% considerando solamente los 

A. japonicus var. aculeatus, y del 0. 7 5% si se considera el total 

de las cepas de Aspergillus secci6n Nigri analizadas. 

~Discusi6n 
En estudios micol6gicos previos en yerba mate elaborada 

(Jerke et al., 2007), yen sustratos similares como te negro 

(Jerke, 2010), se ha observado una gran incidencia de 

organismos micotoxigenicos, como los mohos de los generos 

Aspergillus y Penicillium, que contaminan estos sustratos y 

han mostrado capacidad de biosintetizar aflatoxinas in vitro 

(Jerke et al., 2006). Los resultados del presente estudio 

confirman la presencia en YMC de uno de los principales 

generos micotoxigenicos, Aspergillus, con varias especies 

representadas y un importante porcentaje de cepas 

pertenecientes a la secci6n Nigri. En estudios previos, los 

bongos integrantes de esta secci6n han sido considerados los 

principales responsables del deteriorio de alimentos, ya que 

pueden crecer en diferentes ambientes, siendo especialmente 

abundantes en zonas tropicales y subtropicales, y ademas 

implica necesariamente la presencia de micotoxinas en ellos. 

La producci6n de una micotoxina depende no s6lo del 

genotipo de la cepa, sino tam bien de toda una serie de factores 

ambientales que van a ejercer su influencia en el crecimiento 

y metabolismo de la cepa. Pero, indudablemente, su presencia 

en el sustrato debe ser motivo de alerta de un peligro 

potencial. Por tanto, es muy importante conocer la 

distribuci6n de los bongos capaces de producirlas y las 

circunstancias que inciden en su capacidad toxigenica 

(Abarca eta/., 2001; Franco, 2005). 

Hasta el presente, no se tiene reglamentado en 

Argentina los limites microbiol6gicos para la yerba mate 

compuesta. Los resultados obtenidos resaltan la importancia 

de realizar controles microbiol6gicos de rutina en la yerba 

mate compuesta, asi como de revisar las normas argentinas 

existentes, para proponer valores de referencias 

microbiol6gicos para esta infusi6n. Ademas, es necesario 

evaluarprocesos que reduzcan la poblaci6n microbiana en las 

hierbas sapido aromaticas empleadas en la elaboraci6n de 

YMC. 
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