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RESUMEN

La hierba mate (llex paraguariensis) es un producto comun en los paises de América del Sur. El consumo en esta
region se realiza en forma de infusion fria o caliente. El objetivo de este trabajo fue realizar la cuantificacion de
hongos filamentosos y levaduras de las hierbas mate comercializadas en Cuiaba, capital del estado de Mato Grosso,
Brasil. Fueron investigadas 16 muestras de hierbas mate disponibles en el comercio, separadas en dos grupos:
hierbas puras y hierbas compuestas. Alicuotas de 25g fueron colocadas en viales que contenian 225 ml de peptona al
1%. Posteriormente se transfirieron 100ul a placas de Petri que contenian agar Sabouraud con 0,4 mg/L de
cloranfenicol. Las placas se incubaron a 25° C durante 7 dias. El 93,75% de las muestras mostraron crecimiento de
hongos filamentosos y/o levaduras en contajes de 2x102 hasta 1,1x103. Las colonias de hongos filamentosos fueron
sugestivas de los géneros Aspergillus y Penicillium. Las muestras resultaron aptas para el consumo segun los
parametros de la OMS, sin embargo, en la actual normativa brasilefia no existen parametros para definir las cargas de
hongos filamentosos y levaduras aceptables en este tipo de preparados. La normativa sobre seguridad microbiolégica
de los alimentos vigente en Brasil, no contiene parametros para definir la carga aceptable de hongos filamentosos y
levaduras en diferentes tipos de infusiones, revelando una brecha de riesgos para la salud humana, ya que no es

posible certificar si un producto es seguro para el consumidor.
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1 INTRODUCCION

Segun el Reglamento Técnico para el
Café, Cebada, Té, hierba Mate y Productos
Solubles de la Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria de Brasil (ANVISA) del 22 de
septiembre de 2005, la hierba mate esta
compuesta exclusivamente por las hojas vy
ramas de llex paraguariensis, que se obtiene
por secado y fragmentacién (Brasil, 2005). Esta
hierba se encuentra principalmente en la region
sur de América del Sur, siendo muy utilizada en
culturas indigenas con fines medicinales. Sin
embargo, en Brasil y paises vecinos como
Paraguay, Uruguay y Argentina, esta hierba es
consumida en forma de infusién fria o caliente,
comunmente conocidas como mate y tereré
(BRACESCO et al., 2011). Solo en 2019, Brasil
produjo 362 mil toneladas de hierba mate en
todo su territorio (IBGE, 2019).

Las investigaciones con hierba mate han
demostrado varios beneficios para la salud
debido a su rica composicion en compuestos
bioactivos. Destaca la accion anti-obesidad
(SIRIWARDHANA et al.,, 2013); actividad
vasodilatadora (STEIN et al.,, 2005); efecto
protector sobre el ADN contra el estrés
oxidativo (MIRANDA et al.,, 2008); efecto
antiinflamatorio (ARCARI et al., 2011); efectos
termogénicos (ARCARI et al., 2009), entre
otros. Asi mismo, también han sido exploradas
sus propriedades antibacterianas contra
bacterias resistentes a los antibioticos (COGO
et al., 2010; NOUREDDINE et al.,, 2018).
Debido a que la hierba mate es un producto de
consumo masivo en diferentes paises de
América del Sur, es necesario controlar su
calidad microbioldgica, tanto en términos de
salud publica como en la minimizacion de
pérdidas econdmicas.

Diferentes estudios evaluaron la calidad
microbiologica de la hierba mate, algunos de
ellos utilizaron parametros definidos por
diferentes agencias de vigilancia sanitaria, con
el fin de garantizar la seguridad alimentaria de
este producto (BARBOZA; WASZCZYNSKYJ;
FREITAS, 2006; COGO et al, 2010;
FRACARO, 2013; RENOVATTO, 2008;
AGOSTINI, 2008). La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) establece que, para los tés
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consumidos en forma de infusidén o escision, el
recuento maximo de bacterias meséfilas debe
ser de 10”7 UFC/g'y de 10* UFC/g' para
mohos y levaduras (OMS, 1998). En Brasil, la
Instruccion Normativa que establece los
patrones microbiolégicos de los alimentos
(BRASIL, 2019) solo especifica parametros
para bacterias.

Por tanto, este estudio tuvo como
objetivo, la cuantificacion de hongos
filamentosos y levaduras en diferentes marcas
de hierbas mate y en preparados de hierbas en
las que la hierba mate, el boldo, la menta y la
hierba buena son los principales componentes,
comercializados en el municipio Cuiaba, capital
del estado de Mato Grosso, Brasil.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Diseno del estudio

Se trata de un estudio transversal,
cuantitativo y descriptivo

2.2 Lugar de estudio

Se obtuvieron dieciséis muestras de
hierba mate en diferentes establecimientos
comerciales en Cuiaba, Mato Grosso, Brasil
(Latitud: -15.5989, Longitud: -56.0949 15° 35’
56" Sur, 56° 5 42" CQOeste). Segun la
informaciéon del etiquetado, las muestras
estaban dentro de la fecha de validez. Estas
fueron transportadas al Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Ingenieria
Sanitaria (DESA) de la Universidad Federal de
Mato Grosso (UFMT) para realizar los analisis
propuestos.

2.3 Muestreo:

De las 16 muestras de hierbas obtenidas
en el comercio, solo 5 (31,25%) tenian
unicamente hierba mate (I. paraguariensis) en
su composicién, mientras que 11 (68,75%)
adicionalmente tenian menta (Menta arvensis
L.), hierba buena (M. spicata) y/o boldo
(Peumus boldus) (Tabla 1). Cada una recibid
un coédigo de identificacion y luego se
separaron en dos grupos: hierbas puras (solo
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contenian hierba mate en su composicién) y
hierbas compuestas (hierba mate con menta,
hierba mate con boldo y menta, hierba mate
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con hierba buena y menta) como se describe
en la tabla 1.

Cuadro 1 - Composicién de muestras de hierba mate estudiadas

COMPOSICION

llex paraguarnensis

Aentha spicafa

fentha arnvensis
Peumus boldus

Muestras St Hil (Hierba i : bew] L.
mate) (Hierba buena) (Meqgrita) (Menta)

A1 X X X
AZ X
A3 X X
Ad X X X
A5 X X
AB X
AT X X
AB X
A9 X X
A10 X X X
A1l X
A12 X X X
A13 X
Al4 X
A15 X X
A16 X X X

2.4 Preparacion de la muestra

Cada muestra se coloc6 en un recipiente
metalico y fueron sometidas a asepsia con
alcohol al 70% en su superficie.
Posteriormente, alicuotas de 25 g de cada
muestra fueron transferidas a frascos que
contenian 225 ml de solucion de peptona al 1%
(SILVA et al., 2010), se realizé una dilucién
1:250 y se transfirieron 100 yl a placas de Petri
(por duplicado) que contenian agar Sabouraud
con cloranfenicol 0,4 mg/L. Las placas se
incubaron a 25° C durante 7 dias. Para cada
muestra, se calculé el promedio de UFC vy los
resultados para hongos filamentosos vy
levaduras se expresaron en UFC/g.
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2.5 Pruebas estadisticas

Se utilizé la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para verificar la normalidad de las
muestras. Para las comparaciones entre
grupos (hierbas puras y compuestas) se aplico
la prueba t de Student, considerando el nivel
de significancia de p <0.05, con un intervalo de
confianza del 95%. Los andlisis se realizaron
en el paquete de Estadistica para Ciencias
Sociales (SPSS) 17.0(LILLIEFORS, 1967).

3 RESULTADOS

De un total de 16 muestras analizadas, en
15 (93,75%) se encontr6 crecimiento de
hongos filamentosos o levaduras (Tabla 2). La
presencia de hongos filamentosos fue mayor
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en las muestras A11 y A14, ambas con respectivamente). La muestra A16 solo
1,1x10% UFC/g. En cuanto a las levaduras, la  presentd crecimiento de levaduras (5x102 UFC/
mayor cantidad de UFC/g se encontro6 enla g) y en la muestra A7 no se obtuvo
muestra A5 con 15x102 UFC/g. Las muestras  crecimiento fungico.

A1 y A10 mostraron crecimiento solo para

hongos filamentosos (2x10% y 6x10%2 UFC/g Como se describe en la tabla 3 es posible

Tabla 2: Recuento de hongos filamentosos y levaduras en muestras de hierba mate pura 'y
compuesta

Muestras Hongos filamentosos Levaduras
UFCig UFCig
Al 2x102 (]
A2 D10 26107
A3 2¥1072 2107
Ad 11103 26107
AS Q102 15107
Ab 4107 Bx10P
AT (] ﬂ
AB 8102 102
A9 8102 Bx102
A10 6x102 )
A1 1,7310° 3107
A2 2¥107 102
A13 2107 3102
Al4 1,103 EValis
A15 B0 Bx102

observar que el promedio total de UFC/g fue
50% mayor para los hongos filamentosos en
comparacion con las levaduras. En el grupo de
hierbas puras, el promedio de UFC/g para los
hongos filamentosos fue 64,4% mas alto en
comparacion con el promedio de las levaduras,
la diferencia fue estadisticamente significativa
(p=0,044). En las hierbas compuestas el
promedio de UFC/g de hongos filamentosos y
levaduras fue similar (p = 0,843). Al comparar
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el contaje de colonias de hongos filamentosos
entre las hierbas puras y las hierbas
compuestas, se encontré que en las hierbas
compuestas hubo un menor crecimiento, pero
esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0,07). En cuanto al contaje de
levaduras, se encontré que fue similar entre las
hierbas puras y compuestas (p=0,792).
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Tabla 2: Recuento de hongos filamentosos y levaduras en muestras de hierba mate pura 'y

compuesta
Hongos
. Levaduras
GRUPOS filamentosos (:DE) p<0,05
(xDE) -
. 3,2x10% (£
hierba mate pura 9x10? (+5,3x10%) 0,044%*
2,4x107)
_ 4,5x10% (+ 4,1x10? (+
hierba mate compuesta 0,843%
3,9x10%) 4,9x10%)
6,2x10% (+ 3.2x10% (+
Todas las muestras -
6,2x102) 3,8x10?)

DE: desviacion estandar. *Prueba de T Student.

4 DISCUSION

l. paraguariensis se encuentra
comunmente pura para el consumo, o incluso
con la adicion de otras hierbas, siendo la
menta, la hierba buena y el boldo las
principales.

El Reglamento Técnico para la Fijacion
de la Identidad y Calidad de la Hierba Mate
vigente en Brasil (BRASIL, 2002) determina
que: el mate (chimarrdo en portugués) es una
bebida preparada exclusivamente con hierba
mate para consumo con agua caliente; el
tereré es la bebida preparada exclusivamente
con hierba mate para consumo con agua fria.

En Brasil, la Instruccion Normativa
vigente que establece los patrones
microbiologicos de los alimentos, en el aparte
sobre café, té y otras infusiones frias o
calientes, contiene Unicamente parametros
para Salmonella spp y Escherichia coli y no
hace referencia sobre los valores para hongos
filamentosos o levaduras (BRASIL, 2019). Sin
embargo, una normativa anterior (BRASIL,
1997) establecia como valores limite para

hongos filamentosos y levaduras, el
crecimiento de hasta 103 UFC/g. Segun los
valores establecidos por la OMS, en la

investigacion realizada, se verificd que todas
las muestras cumplieron con los parametros
microbioldgicos, dentro del limite maximo de
104 UFC/g para hongos filamentosos vy
levaduras (OMS, 1998). Sin embargo, si
utiizamos el pardametro de la ordenanza
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brasileia revocada, puede observarse que
3/16 (18,75%) de las muestras (A4, A11 y A14)
fueron inapropiadas para el consumo. Es
posible observar, en la legislacion brasilefa
vigente, que existe preocupacion por la
presencia de bacterias, sin embargo, no
existen parametros para hongos filamentosos y
levaduras. La inclusion de limites para estos
grupos microbianos aporta calidad y seguridad,
no solo a lo largo de toda la cadena de
produccion, sino también para el consumidor.

Estudios realizados en diferentes paises
reportaron la presencia de hongos filamentosos
y levaduras en cantidades similares a los
descritos en este estudio, con valores que
oscilan principalmente entre 2x102 y 6x103
UFCl/g (BERNARDI; CALDEIRA;
NASCIMENTO, 2005; BORDENAVE et al.,
2003; BORGES et al., 2002; BUGARDT, 2000;
HERMES; HANEFELD, 2001; HORIANSKI et
al., 2012; JERKE; HORIANSKI;
SALVATIERRA, 2009; NIETSCHE, 2002;
RENOVATTO; AGOSTINI, 2008). Sin embargo,
en una investigacion realizada en Paraguay
fueron encontrados contajes de hasta 47x103
UFC/g (GONZALEZ et al., 2012)

En el presente estudio no se infirio la
humedad presente en las muestra, sin
embargo, algunos autores sefialaron que un
bajo contenido de humedad en la hierba mate
disminuye la multiplicacion microbiana en
general (BARBOZA; WASZCZYNSKY J;
FREITAS, 2006), sin embargo, otros autores
encontraron que la baja humedad favorece el
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crecimiento de hongos filamentosos en lugar
de levaduras y bacterias (BRAGHINI et al.,
2014; PELIZER et al.,, 2003). Esto podria
explicar el mayor contaje de hongos
filamentosos en las muestras estudiadas. Asi
mismo, es importante recordar que los aceites
esenciales de la menta, el boldo y la hierba
buena tienen actividad antimicrobiana in vitro,
lo que también pudo influenciar el contaje de
hongos filamentosos y levaduras encontrados
en esta investigacion(ABDUL QADIR et al,
2017; PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017;
VALERIANO et al., 2012).

Diferentes publicaciones reportaron la
presencia de los geéneros Aspergillus 'y
Penicillium como contaminantes de la hierba
mate pura o compuesta comercializada en
diferentes ciudades (BERNARDI; CALDEIRA;
NASCIMENTO, 2005; BORGES et al., 2002;
CASTRILLO; HORIANSKI; JERKE, 2013;
GONZALEZ et al., 2012; JERKE; HORIANSKI;
SALVATIERRA, 2009). Varias de las especies
pertenecientes a estos géneros son
productoras de micotoxinas y por lo general se
aislan de productos organicos o0 como
contaminantes debido a la manipulacion vy
almacenamiento inadecuados, especialmente
si hay alteracion en la humedad del producto
(BERNARDI; CALDEIRA; NASCIMENTO,
2005; HORIANSKI et al., 2012). Aunque la
caracterizacion de los hongos aislados no
formo parte del objetivo de esta investigacion,
se pudo observar la presencia de colonias con
caracteristicas macromorfolégicas sugestivas
de los géneros Aspergillus y Penicillium, 1o que
podria representar un riesgo para los
consumidores. Nuevas investigaciones son
necesarias para establecer las especies
fungicas presentes en estos productos y la
posible produccion de micotoxinas.

5 CONCLUSIONES

La hierba mate es comunmente
consumida en paises de la américa latina. El
objetivo de este trabajo fue realizar la
cuantificacion de hongos filamentosos vy
levaduras de las hierbas mate comercializadas
en Cuiaba, capital del estado de Mato Grosso,
Brasil. El 93,75% de las muestras mostraron
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crecimiento de hongos filamentosos y/o
levaduras en contajes de 2x102 hasta 1,1x103.
Sin embargo, la normativa sobre seguridad
microbiolégica de los alimentos vigente en
Brasil, no contiene parametros para definir la
carga aceptable de hongos filamentosos y
levaduras en diferentes tipos de preparados
para infusiones, revelando una brecha de
riesgos para la salud humana, ya que no es
posible certificar si un producto es seguro para
el consumidor.

Si utilizamos la ordenanza brasilena
vigente hasta el ano 2001, algunas de las
muestras estudiadas podrian considerarse
inapropiadas para el consumo debido a la
presencia de hongos filamentosos y levaduras
ambientales, que pueden contaminar
facilmente la hierba mate a lo largo de la
cadena de produccion. Algunas de las
especies usualmente descritas como
contaminantes son productoras de
micotoxinas, que son nocivas para la salud.
Nuestro estudio es limitado, debido al tamano
de la muestra y a su conveniencia. Sin

embargo, cuantificar, identificar y clasificar
estos agentes basado en parametros
nacionales se vuelve esencial para la

seguridad del consumidor.
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