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Aislamiento de Aspergillus aflatoxigénicos en té negro
durante las etapas de su elaboracion tradicional

Gladis Jerke, Karina Alejandra Salvatierra, Severino Bargardi

Aflatoxigenic aspergillus isolates from tea (Camellia sinensis) during its traditional manufacture

ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and identify, at genera and species level, strains of Aspergillus spp obtained
from different stages of black tea traditional processing. Strains taxonomically characterized as Aspergillus flavus
and Aspergillus parasiticus were evaluated in terms of their potential biosynthesizing aflatoxins “in vitro”.

A total of 72 tea samples were taken from traditional processing plants from Misiones, Argentina. Out of a total
of 180 strains of Aspergillus spp. isolated, 76 strains (42 %) were characterized as A. flavus, of which 65 strains
(86 %) showed aflatoxicogenic capacity “in vitro”, and 11 strains (14 %) were negative. 47 % of all strains of A.
flavus isolated was able to biosynthesize aflatoxins B, and B, while 35 % only synthesized aflatoxin B,. There were
no strains of A. parasiticus.

KEY WORDS: Aflatoxins, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Black tea.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar, a nivel de género y especie, cepas de Aspergillus spp,
obtenidas de las distintas etapas de elaboracion tradicional del té negro. Las cepas taxondmicamente caracterizadas
como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus se evaluaron en cuanto a su capacidad de biosintetizar aflatoxinas
“in vitro”.

Un total de 72 muestras de té fueron tomadas de plantas de procesamiento tradicionales de Misiones, Argentina.
Sobre un total de 180 cepas de Aspergillus spp. aisladas, 76 cepas (42 %) fueron caracterizadas como A. flavus, de
las cuales 65 cepas (86 %) presentaron capacidad aflatoxicogénica in vitro, y 11 cepas (14 %) resultaron negativas.
El 47 % del total de cepas de A. flavus aisladas, resultd capaz de biosintetizar las aflatoxinas B, y B, mientras que

el 35 % solo sintetizo aflatoxina B,. No se hallaron cepas de A. parasiticus.

PALABRAS CLAVE: Aflatoxinas, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, té negro.

INTRODUCCION

Ciertos metabolitos producidos por hongos contami-
nantes de alimentos son riesgosos para la salud humana y
animal. Estos productos llamados micotoxinas presentan
toxigenicidad variada y algunas de ellas, como la aflatoxina
B, un alto poder cancerigeno. Los hongos productores
de micotoxinas estan ampliamente distribuidos en el
medio ambiente [1, 2] y se los puede encontrar como
contaminantes comunes de una gran variedad de alimentos
vegetales de importancia en la dieta humana y animal.
Se han encontrado en alimentos tales como arroz [3, 4],
yerba mate [5], hierbas aromatizantes [6], girasol [7],
plantas herbaceas [8, 9], maiz [10], café verde [11], cacao
y chocolate [12]. Pueden resultar muy perjudiciales para la
salud humana, ya sea mediante su sola presencia somatica,
dando origen a una infeccidon fingica, o a su capacidad de
producir poderosas toxinas hepatotdxicas, nefrotoxicas e
inmunosupresoras, ocasionando entonces una toxiinfeccion
fungica. El principal riesgo para la salud humana lo cons-
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tituye la ingestidn reiterada de pequefias concentraciones
de la micotoxina que se bioacumula y puede conducir al
desarrollo de carcinomas en diversos 6rganos [1, 2, 13].

Entre las miles de micotoxinas hoy descriptas, las
aflatoxinas se encuentran entre las mas relevantes, ya que
ocurren frecuentemente y con una distribucion mundial
[1, 5-11], siendo su incidencia significativamente mayor
en regiones de clima subtropical como el nuestro, dado
que la temperatura reinante y la elevada humedad relativa
ambiente locales, favorecen la contaminacion fingica de
cualquier sustrato asi como la biosintesis de las toxinas. Las
aflatoxinas son sintetizadas por hongos del grupo “flavi”
pertenecientes a las especies Aspergillus flavus, productora
de las aflatoxinas B, y B,, y Aspergillus parasiticus, capaz
de biosintetizar aflatoxinas B, B,, G,y G, [14]. Estas
toxinas producen cuatro distintos efectos: alteracion hepatica
aguda, cirrosis hepatica, induccion de tumores y efectos
teratogénicos [15—17]. El metabolito principal de este grupo
de micotoxinas, la aflatoxina B, es el carcindgeno natural
mas potente que se conoce en la actualidad [15, 17].



Gladis Jerke et al.: Hongos aflatoxigénicos té negro

59

El cultivo de té Argentino se lleva a cabo en dos
provincias: Misiones y Corrientes. La primera presenta
6.108 explotaciones agropecuarias (EAP) dedicadas a este
cultivo, mientras que la cantidad es de 23 en Corrientes.
Respecto de la superficie nacional total con cultivo de té,
34.899,6 ha de las 36.660,1 ha totales se encuentran en
Misiones (95,2 %) [18, 19, 21].

El procesamiento y elaboracion del té en Misiones se
cuenta entre las actividades agricolas de mayor relevancia
economica regional. Su practica involucra la participacion
de cerca de 9.000 colonos en su mayoria con hasta 10
hectareas de superficie cultivada [19, 20]. El rendimiento
total aproximado es de 300.000 toneladas de brote verde
que se procesa en 70 plantas elaboradoras [18, 21] con la
obtencion de 65.000 toneladas de té negro seco [19, 21].
El 89 % de este volumen se destina a la exportacion repre-
sentando el 3,5 % del comercio mundial. El té elaborado
se exporta a 20 paises, entre los principales importadores
se destacan: EE.UU., Chile, Reino Unido, Rusia, Holanda
y Alemania [21].

La manufactura del té se realiza normalmente mediante
tres métodos de industrializacion. El ortodoxo o tradicional
(realizado manualmente), el Moderno (actualmente auto-
matizado, aunque se reproducen fielmente los pasos del
método tradicional) y el denominado CTC (Crush, Tear
and Curl, que traducido significa: triturado, desmenuzado
y enrulado), aplicado a la elaboracion de tes genéricos o
estandares. En el presente estudio las muestras fueron re-
colectadas de plantas elaboradoras que emplean el método
ortodoxo o tradicional. [18, 19].

El té es la bebida que mas se toma en el mundo después
del agua. Tres son los tipos de té de mayor produccion
y consumo mundial: el 78 % es té negro consumido por
paises occidentales, 20 % es té verde comiinmente consu-
mido en paises asiaticos como China y Japény 2 % es té
Oolong que se produce principalmente en el sur de China
[3, 6]. El consumo tan difundido de la infusion, se debe
a su contenido en taninos, catequinas y flavonoides, que
ejercen un importante papel antioxidante [22-25] y son
los responsables de los numerosos efectos beneficiosos
que se han asociado al consumo del té. Se ha demostrado
su actividad anticariogénica por su accidn bactericida que
permitiria disminuir la accion de las bacterias del género
Streptococcus en la formacion de la placa dental y de las
caries [26-28]. El elevado contenido en fluor del té se ha
asociado a la prevencion de caries y al fortalecimiento del
esmalte dental [29, 30]. El consumo del té verde o negro,
segun estudios recientes, podrian reducir los riesgos de
cancer [31-35], prevenir enfermedades cardiovasculares
[36, 37], retrasar el envejecimiento [23, 33], prevenir la
hipertension arterial [38, 39], la obesidad [40] y la arte-
rioesclerosis [41]. No obstante, para lograr estos efectos
beneficiosos, los investigadores sugieren la ingesta diaria
de 2 a 3 tazas de la infusion [23, 33].

Los objetivos del presente estudio fueron:

1. aislar e identificar a nivel de género y especie cepas
de Aspergillus spp, obtenidas de las distintas etapas de
elaboracion del té negro en Plantas de procesamiento
con tecnologia tradicional

2. evaluar la incidencia de cepas taxondmicamente
caracterizadas como Aspergillus flavus y Aspergillus
parasiticus y evaluar su capacidad de biosintetizar
aflatoxinas “in vitro”.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y Procesamiento de las muestras

Se estudiaron muestras de té negro (Camellia sinensis)
obtenidas durante las etapas de su procesamiento indus-
trial. El muestreo se realizo en Plantas de procesamiento
de té ortodoxos o tradicionales situados en diferentes
puntos geograficos de la Provincia, recolectandose un
total de 72 muestras. En cada caso se estudiaron mues-
tras tomadas por integrantes de nuestro grupo de trabajo,
correspondientes a:

1. muestras de la materia prima previa a su procesamiento:
hoja verde del té que se tomaron al azar de la plancha
de recepcion realizando tomas de producto en diez a
doce diferentes lugares con distribucidn aleatoria,

2. muestras de las etapas del procesamiento del té: marchi-
tado, enrulado, fermentado, secado. Se realizaron entre
10 y 20 tomas aleatorias de cada etapa para conformar
una muestra analitica. Para las muestras de las etapas
del fermentado y secado se emplearon sondas cilindri-
cas muestreadoras.

3. muestras del producto elaborado y en almacenamiento.
Se tomaron luego del proceso de clasificacion del té,
desde las bolsas apiladas en la planta elaboradora y que
presentaran por lo menos un mes de almacen.

Una vez obtenidas las muestras, de aproximadamente
1000-1500 gr, estadisticamente representativas de cada
etapa del procesamiento del té, fueron trasladadas hasta
nuestro laboratorio dentro de una heladera portatil para ser
mantenidas en cadena de frio.

Se pesé una alicuota de 50 gr de cada muestra y se ho-
mogeneizd con agua peptonada al 0,1 % estéril en licuadora
industrial. Se filtraron los homogenatos a través de gasa
estéril, realizandose diluciones decimales hasta obtener las
diluciones de 103 y 103, Se sembraron por duplicado 100
ul de cada diluciéon en medios de cultivo HyL (hongos y
levaduras con Cloranfenicol). Las placas se incubaron en
estufaa27 £ 2 °C durante 5 a 7 dias. Se realizo el recuento
fingico total de las cepas que desarrollaron y la identifi-
cacion de los géneros presentes [1, 2]. La identificacion
a nivel de géneros se baso en la experiencia de diversos
investigadores dedicados al estudio de la taxonomia fingi-
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ca[l, 2,42-44]. Se procedio al aislamiento de las colonias
cuya macro—micromorfologia fuera coincidente con el
género Aspergillus, de conocida capacidad toxicogénica,
para su caracterizacion a nivel de especies y la deteccion
de la aflatoxicogenicidad de las cepas de las especies A.
flavus y A. parasiticus “in vitro”.

Caracterizacion de las cepas de Aspergillus spp

Las claves de identificacion de las especies de Aspergi-
llus se basaron primariamente en procedimientos estandari-
zados descriptos por diversos investigadores [1, 2, 45, 46].
Mediante el anélisis de las caracteristicas macroscopicas
(diametro y color de las colonias, modo de crecimiento, co-
lor y disposicién de los conidios) y microscopicas (Forma
y tamafio de la vesicula, las fidlides y las conidias) de las
cepas se ingreso6 a la clave de Klich and Maren, lograndose
la clasificacion de las mismas a nivel de especies.

Pruebas de Toxicogenicidad “in vitro”

Para la deteccion de la capacidad aflatoxigénica de las
cepas de A. flavus aisladas, se empleo la Prueba del Mini
Arroz, segin técnica recomendada por Moreno y col [47].
Esta consiste basicamente en sembrar la cepa sobre un
sustrato natural (arroz) de probada sensibilidad para la pro-
duccidn de aflatoxinas. Las cepas aisladas y caracterizadas
como Aspergillus flavus y/o A. parasiticus, se siembran en
erlenmeyer conteniendo un medio preparado con granos de
arroz pulido y cantidad suficiente de agua, logrando una a,,
de 0,98, que permita la biosintesis de aflatoxinas in vitro.
Simultaneamente se procesoé la cepa patron, Aspergillus
parasiticus NRRL 3000. Se incubaron los erlenmeyer
durante 5 dias a 27 °C. Las toxinas fueron extraidas con 15
ml de cloroformo y se evaporo el solvente a sequedad en
bafio de vapor. Se resuspendieron los extractos en 200 pl de
benceno: acetonitrilo (98:2) y se confirm¢ la presencia de
aflatoxinas dada su emision fluorescente en placa de TLC
bajo luz UV, por comparacion con un patrén de aflatoxina
B,,B,,G,yG,.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras analizadas presentaron un porcentaje
importante de contaminacion con cepas de Aspergillus
favus. Se aislaron 76 cepas (42 %) sobre un total de 180
cepas de Aspergillus spp aisladas y caracterizadas a nivel
de especie.

En la Tabla 1 se muestra el nimero de cepas de Asper-
gillus spp y su caracterizacion taxonomica para cada una
de las etapas de procesamiento del té negro proveniente de
las tres plantas elaboradoras estudiadas.
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Tabla 1: Identificacion taxonémica de las cepas de Aspergillus spp
aisladas en cada una de las etapas de elaboracién del té, proveniente
de tres plantas elaboradoras con tecnologia tradicional.

Etapa Planta elaboradora | Planta elaboradora | Planta elaboradora
evaluada N° 1 N° 2 N° 3
. 2 A. flavus 1A ﬂqvus 1 A. fumigatus
Materia prima 1 A fumigatus 2 A. niger 1 A niger
. 8 1 A. fumigatus - Mg
Marchitado 6 A. flavus 2 A.flavus 7 A. flavus
1 A. flavus
Enrulado 2 A. flavus 2 A flavus 1 A. niger
1 A. fumigatus
Fermentado | 22 A. flavus 2 A flavus 6 A .ﬂavus'
2 A.japonicus
4 A. flavus 2 A.flavus
Secado 2 A. niger 2 A flavus 2 A fumigatus
9 A f"f”"us 2 A flavus 2 A flavus
Almacenado | 56 A.niger 5 A nicer 5 A niger
26 A. fumigatus -8 -Nig

En la Tabla 2 se presenta la incidencia de las cepas de
Aspergillus flavus aisladas en cada una de las etapas del
procesamiento Industrial del té con tecnologia tradicional.
El mayor numero de cepas de Aspergillus spp se observa
en las muestras obtenidas del té almacenado, corroborando
que, como lo sugiere la bibliografia [48, 49], el género
Aspergillus es un “hongo de almacén”.

Tabla 2: Incidencia de cepas de Aspergillus spp y Aspergillus flavus
aisladas en cada una de las etapas de elaboracién del té.

Etapa Cepas de Cepas_de o ﬂ_avlus_ a2 4 f{al{us
evaluada | Aspergillus spp Aspergillus Aflat_m_(lgemcos Aflatoxigénicos
flavus (Mini arroz) por etapa

Materia prima 9 3 3 100 %
Marchitado 16 16 16 100 %
Enrulado 6 6 3 50 %
Fermentado 32 32 27 86 %
Secado 12 7 5 67 %
Almacenado 106 13 13 100 %
Totales 180 76 66 86 %

En la materia prima se aislaron 9 cepas de Aspergillus
spp, de las cuales 3 resultaron ser A. flavus aflatoxigénicas,
3 fueron Aspergillus fumigatus y 3 A. niger. Durante las
etapas de Marchitado, Enrulado y Fermentado, todas las
cepas de Aspergillus aisladas se caracterizaron como A.
Sfavus, siendo aflatoxigénicas un importante nimero de las
mismas. En la etapa del secado, sobre un total de 12 cepas
de Aspergillus spp aisladas, 7 fueron A. flavus, 3 A. niger
y 2 A. japonicus. Del té almacenado se obtuvo el mayor
numero de cepas de Aspergillus spp, con un total de 106
cepas provenientes de todas las Plantas de procesamiento
tradicionales estudiadas. La distribucion de las especies de
las 106 cepas del género Aspergillus caracterizadas en ésta
etapa, fue la siguiente: 12 cepas (12,5 %) A. flavus, 58
cepas (60,4 %) A. niger'y 26 cepas (27 %) A. fumigatus. La
distribucion de numero total de cepas de Aspergillus spp y
de las especies caracterizadas por cada etapa de elaboracion
del té, se muestran en la Figura 1.

Las 76 cepas aisladas y caracterizadas como Aspergi-
Ilus flavus (Tabla 1) se ensayaron para ver su capacidad
aflatoxicogénica “in vitro”. Se detectaron 66 cepas (86 %)
productoras de aflatoxinas, de las cuales, 32 (49 %) fueron
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FIGURA 1. NUmero total de cepas de Aspergillus spp e incidencia de cepas
de Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus, en cada
una de las etapas de elaboracién del té a escala industrial en plantas de
procesamiento tradicionales. Referencias: B Aspergillus spp, O Aspergillus
flavus, B Aspergillus niger, B Aspergillus fumigatus.

capaces de biosintetizar Aflatoxinas B, y B, y 24 (37 %)
sintetizaron Aflatoxina B,.

Se aislaron cepas de Aspergillus con capacidad aflatoxi-
cogénica en todas las etapas de elaboracion del té negro
procedente de plantas elaboradoras con procesamiento
ortodoxo o tradicional.

Otras especies de Aspergillus caracterizadas fueron:
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Aspergillus
japonicus. La distribucion porcentual de las mismas se
muestran en la Figura 2.

Si bien existen comunicaciones de estudios en relacion
a la micoflora del té negro elaborado [50] y en las etapas de
su elaboracion [51-56], hasta el presente se han realizado
pocas evaluaciones de la presencia de hongos aflatoxico-
génicos en té negro. Esta es la primer publicacion local
sobre la tematica.

Elshafie analizé 48 muestras de té negro elaborado de
Sultanate, Oman, India. Cinco fueron las especies fungicas
mas aisladas con 4. niger como el hongo dominante en
todas las muestras. Otros hongos aislados por Elshafie
fueron A. flavus, Penicillium spp y Paecilomyces spp.
Ninguna de las 25 cepas de A. flavus analizadas in vitro,
fueron aflatoxigénicas [50]. Al momento de realizarse
el presente estudio, si bien se habian detectado cepas de
A. flavus contaminantes de té negro [50], las mismas no
demostraron capacidad aflatoxigénico in vitro. De modo
que nuestros resultados son los primeros en demostrar la
presencia de 4. flavus con capacidad aflatoxigénicas in
vitro aisladas de té negro.

En estudios previos, se realizd la evaluacidn de la
micoflora del té en su elaboracion desde la materia prima
y en todas las etapas del procesamiento industrial hasta su
almacenamiento [51-55]. Se hall6é contaminacion fungica
en todas las etapas del proceso. Los recuentos fungicos
que se mostraron elevados en la materia prima y todas las
etapas de elaboracion, disminuyen drasticamente [S1-55]

Aspergillus fumigatus 16% Aspergillus japonicus 44%

Aspergillus niger 40% Aspergillus flavus 44%

FIGURA 2. Distribucion porcentual de especies de Aspergillus spp aisladas.

o son eliminados [56] en la etapa del secado. Los géneros
fingicos mas aislados del té negro durante su elaboracion,
en nuestros estudios locales, fueron Aspergillus, Clados-
porium, Scopulariopsis, Penicillium y levaduras de los
géneros Rhodotorula, Candida y Saccharomyces [52-55],
en coincidencia con las comunicaciones internacionales
[50, 56]. Los géneros identificados varian ligeramente
dependiendo de la etapa de elaboracion evaluada.

Cuando analizamos la distribucion de las cepas de
Aspergillus spp durante el procesamiento ortodoxo o
tradicional del té negro, cabe destacar la mayor inciden-
cia de las mismas en las muestras de almacén, con una
marcada presencia de la especie 4. Niger coincidente con
las comunicaciones de Elshafie [50]. Actualmente los
Aspergillus de la seccion “nigri” se asocian a la capacidad
biosintética de Ocratoxina [57], micotoxina de conocida
accion nefrotoxica [58].

Hasta el presente no se encontraron comunicaciones de
la presencia de aflatoxinas en t€ negro. En este sentido se
comunico la contaminacion con Aflatoxinas en 28 muestras
de hierbas medicinales de Tailandia empleando columnas
de inmunoafinidad con limites de deteccién muy bajos.
Los resultados indicaron que 5 muestras (18 %) estaban
contaminadas con Aflatoxinas, con valores entre 1,7 a
14,3 ng/g. Estos valores estan por debajo del limite, de
20ng/g, permitido en Tailandia y en nuestro pais. No obs-
tante es un llamado a la reflexion para el control periddico
de Aflatoxinas en drogas y plantas medicinales. En este
estudio no se incluyeron muestras de té. También en otros
sustratos similares como café verde y cacao [12] se detectd
la presencia de ocratoxinas. Otra micotoxina investigada en
té fue fumonisina. Martins y col. investigaron la presencia
de fumonisinas B, y B, en té negro y plantas medicinales.
Sobre un total de 87 muestras analizadas se detectd fumo-
nisina B, en 55 (65,5 %) de las muestras. El mayor nimero
de muestras positivas se encontro en las 18 muestras de té
negro evaluadas (88,8 %) con niveles de 80 a 280 pg/kg
[59]. Omurtag y col, también detectaron fumonisina B,
en muestras de t€ negro. Fumonisina B, en cambio no se
detect6 en ninguna de las muestras evaluadas [59, 60].

La presencia de géneros potencialmente aflatoxigénicos
en té negro, tanto en las etapas de su elaboracion industrial
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como en el producto comercializado podria implicar la
presencia de aflatoxinas en la infusion, dado que las mis-
mas son termoestables y por lo tanto no son eliminadas en
el proceso térmico del secado ni por el empleo del agua
caliente en su preparacion. Por ello, de hallarse micotoxi-
nas en té, su consumo habitual también podria resultar
un riesgo para la salud. Recordemos que para lograr el
efecto beneficioso de las catequinas, flavonoides, taninos
y demas componentes beneficiosos para la salud [22—41],
los investigadores sugieren la ingesta de 3 a 4 tazas de
té diario [23, 33] que, de contener micotoxinas implicaria
un consumo reiterado y cronico de pequeilas trazas de
las mismas con el consiguiente desarrollo potencial de
micotoxicosis cronicas.

CONCLUSIONES

Las muestras analizadas presentaron un porcentaje
importante de cepas de Aspergillus spp contaminantes
aislados de cada una de las etapas de elaboracion del té
negro en plantas elaboradoras tradicionales.

Las cepas de Aspergillus flavus se aislaron de todas las
etapas de elaboracion del té negro en plantas elaboradoras
tradicionales.

El 86 % de las cepas de 4. flavus present6 capacidad
aflatoxicogénica in vitro. No se hallaron otras especies de
Aspergillus aflatoxicogénicos.

Otras especies de Aspergillus caracterizadas fueron A.
niger, A. fumigatus y A. japonicus

En muestras de té negro almacenado presenta una
incidencia importante el Aspergillus negro de la seccion
“nigri” con potencial capacidad ocratoxigénica.
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