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RESUMEN

Se estudic el comportamiento de la cepa de
Aspergillus niger ATCC 11414, en medios de cultivo ba-
sados en los exudados gomosos de Cercidium praecox
v Cedrela odorata.  Las condiciones éptimas para la
preparacion de estos medios se determinaron previa-
mente. Se evaluo el crecimiento de lacoloniay labiomasa
por técnicas especificas. Las caracleristicas macro y
microscopicasobservadas para el hongo en estos medios,
Sueron similares a las exhibidas en Sabourand dextrosa
agar. Estecomportamiento sugiere que, A. niger produce
las enzimas necesarias para hidrolizar los heteropo-
lisacdridos acidos (*'exudados gomosos'’). La prepara-
cion de los medios ensqvados, indijo la autohidrélisis de
los polimeros: se liberd preferentemente galactosa,
arabinosa yxilosa , sustratos aprovechados como fiente
de carbono v energia por este microorganismo,

INTRODUCCION

Los hongos son organismos que requieren de con-
diciones minimas para su desarrollo, las cuales varian de
una especie a otra. Se ha demostrado en su crecimiento,
lautilizaciondecarbohidratos simplesy complejos (mono,
oligo y polisacaridos). oligoelementos (azufre. calcio.
magnesio, hierro, cobre, ctc.) y vitaminas (Robinson,
1978).

El uso biotecnologico de especies de los géncros
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium
y Fusarium, tiene singular importancia a nivel industrial.
La fermentacion de carbohidratos por Aspergillus niger

SUMMARY

The behavior of Aspergillus niger ATCC 11414
on media prepared vwith Cedrela odorata and Cercidium
praecox ginn exudales was studied. The best conditions
Jor the preparation of these media were previously
studied. The growth of the colony and the biomass was
evaluated by means of particular techniques. Macro -
and microscopic characteristics seen in the fungus in
these media were similar to those observed on dextrose
Sabouraud agar. This behavior suggests that A. niger
prochuices the neccesary enzymes to hvdrolyze the acid
heteropolysaccharides ("'gum exudates''). The
preparation of the tested media, induced the antohydro-
lvsis of polvmers: galactose, arabinose and xylose were
mainly released subsirates which were used as acarbon
and energy source by this microorganism.

ha permitido la obtencion de diversos compuestos organi-
cos (4cido citrico, oxalico, gélico, glucurénico; grasa mi-
crobiana)y enzimas (glucoamilasa y glucosaoxidasa), con
un alto rendimiento (Raper & Fennel, 1965).

Es oportuno destacar que el aprovechamiento con
fines industriales de los hongos, requiere de medios de
cultivo que les permitan un desarrollo adecuado para su
preservacion y posterior uso. Recienlemente. se ha repor-
tado que los medios de cultivo basados en los exudados
gomosos de Laguncularia racemosa (Mesa & Leon de
Pinto, 1993), Cedrela odorata y Cercidium praecox
(Rodriguez et al, 1997), son apropiados para el cultivo
de algunos hongos.
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Los exudados gomosos, s¢ obtiencn en respuesta a
lesiones practicadas cn la corteza de los arboles que crecen
en ambienles tropicales y subtropicales. Sc ha observado
la participacion de insectos, baclerias u hongos cn la
produccion de las gomas (Aspinell. 1970., Anderson &
Pinto. 1974). La existencia en Venczuela de cspecies
producloras de gomas. facilita el uso de estos productos
naturales para el cultivo de hongos ** in vitro™".

Enecstelrabajo. seevalud la cinélica de crecimiento
vy las caracteristicas multiplicativas de A. miger. en los
medios que contienen exudados gomosos de Cedrelu
odorata y Cercidium praecox, comparandolos con un
medio estandar ( Sabouraud dextrosa agar).

MATERIALES Y METODOS.

1.- Origen de los materiales.

Los exudados gomosos dc Cercidium praecox
(*“yabo™") y Cedrela odorata(“cedro™), se colecltaron en
dreas de los Edo. Zulia (Ciudad Universitaria. Universi-
dad del Zulia.) y Tachira (San Cristobal). Venczucla. Se
uso Bactopeptona. Bactoagar y Dextrosa(Merck) . Sirvio
como cepade referencia . Aspergillus niger ATCC L1414,

2.- Métodos.

A.- Preparacion de los medios de cultivos

El exudado gomoso crudo original de C. praecox
(EGCP) v C. odorata (EGCO) no purificado. se calentd
(40°C) por 24 horas. v se molié (Molino Lipo martillo ¥
cuchillo. Retich Muhle LB1-27). El material pulvesizado
se disolvio en agua destilada en un volumen suficiente
para preparar la solucion seleccionada (2 %). La disolu-
cion se facilitdé por agitacién constante en agitador
magnético durante 30 minutos. Se filtro medianie un
tamiz de gasa. con la [inalidad de eliminar las particulas
insolubles del exudado. Se adiciond como suplemento
peplona (1%) y se ajustoel pHa 7.0 (con NaOH0.1N). La
preparacion del medio sélido se llevé a cabo por la adicion
de agar (2%) y sc calento hasta cbullicién en bafio maria.
La esterilizacion se realizo en autoclaye ( 15 libras de
presion. 121°C. 15 minutos),

El medio Sabouraud Dextrosa Agar (SDA).
constituido por: Dextrosa ( 20 gr.). Peptona ( 10 gr. ) y
Agar ( 15 gr.). disuelto en agua destilada ( 1.000 ml.). se
prepard por la técnica tradicional.

B.- Ensayo Macro ¥ Microscopico de A. miger.
Ensayo Macroscopico - Caracleristicas de la colonia:

Se inoculé la cepa de A. niger en placas de Petri,
que contenian los medios sélidos preparados con las
gomasensayadas (EGCPy EGCO) ycl mediode referencia
(SDA). Eslasplacas (3 placas porcada medio). se incubaron
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en cstufa a 28 °C, en oscuridad. durante 7 dias. Posle-
riormente. scevaluaron las caraclerislicas macroscopicas
de la cepa cn estudio.

Ensayo Microscopico: Sc realizaron las obscrvaciones y
mediciones de las estructuras vegelativas y reproductivas
cn ¢l periodo de incubacion (7 dias). mediante la téenica
de cultivo en ldmina (Borelli,1954).Como liquido de
monlajc, sc ulilizo lactolenol,

C.- Cinctica de crecimiento:

Crecimiento del micelio: ¢l cilculo del drea del
micelio se hizo de acuerdo a la (éenica tradicional (French
y Hebert, 1980)

Cultivo por carga. Peso scco: la cepa mantenida en
los medios usados (a 28 °C), permitié la preparacion de
una suspension densa y homogénea del hongo en agua
destilada estéril. Sc inoculd una alicuota (2.5 ml) de la
suspension, en matraces (23ml) que contenian los medios
investigados (EGCP y EGCO) y el medio de referencia
(SDA), Eslos cultivos, por duplicado, se incubaron en un
incubador rotatorio a temperatura de 28°C y con agitacion
constanic (150 r.p.m). La determinacién de la biomasa se
hizo de acucrdo a téenica cldsica (Pirt, 1973).

RESULTADOS Y DISCUSION

Elestudio macroscopico de A . niger enlos medios
con Cercidium praecox (EGCP) y Cedrela odorata
(EGCO), mostrocaracteristicas similares a las observadas
en Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Fig. 1. El micelio se
presentd ligeramente mas granuloso en EGCP, que en
EGCO, como una posible consccuencia de la mayor
produccionde las estructuras vegetativasy reproductivas.
En SDA. cl micelio aéreco mostro un aspecto granuloso,
de color blanco al principio, el cual se tornd negro rapida-
mente. El reverso de la colonia fuc incoloro.

Las caraclerislicas microscopicas tipicas de A.
niger, scobservaron claramente a los 7 dias de incubacion
cn los medios ensayados (EGCP Y EGCO), Se detectaron
hifas hialinas septadas. conidi6loros largos. de pared lisa
¢ incoloros. que sc lornaron oscuros hacia la vesicula
globosa, con mcétulas y fialides de las que nacen conidios
abundantes, globosos. de color marrén y pared rugosa.
Lasesltructuras obscrvadas cn todos los medios se detallan
en Tabla l.siendo el tamaiio de los conidioforos mayor
en SDA,

Seaprecié un crecimiento favorable de A. miger en
los medios con los exudados gomosos; el tamaio de la
colonia fue similar en los medios EGCP y SDA. Tabla I1.
Este comportamienlo se correlaciona con las curvas de
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crecimientodel microorganismoen estudio. Los contenidos
de biomasa en EGCP (0.1201mg/ml) vy en EGCO
(0.1023mg/ml). fueron menores que el obtenido en SDA
(0.1613mg/ml): sin embargo. ¢l tiempo requerido para
alcanzar los valores de biomasa fue minimo (32 y 48h.) en
los medios ensayados. en comparacion con el requerido
para SDA (72h.) Fig.2. Es oportuno aclarar que la no
observacionde la fase latente en las curvas de crecimiento,
esta relacionada, problablemente, con el uso de indculos
aclimatados cn los medios respectivos. los cuales se
encontraban cn la fase logaritmica, (Rhodes.1969),

Los exudados gomosos. gomas. polimeros solubles
en agua ¢ hidrocoloides. son hetcropolisacaridos dicidos
constituidos por hexosas (galactosa, manosa. glucosa),
pentosas (arabinosa y xilosa). metilpentosas (ramnosa) y
acidos urdnicos (galacturdnico, glucurénico y su 4-O-
metil derivado). La estructura del polisacirido. obtenido
de la goma de C. odorata, exhibe un ramnogalactan como

esqueleto central; sus ramificaciones estan constituidas
por galactosa, arabinosa. ramnosay acidos urénicos (Leon-
Pintoetal, 1996). El polisaciridode la gomade C. praecox
no contiene galactosa ni ramnosa: su nicleo estructural es
un xildn acidico. Residuos de arabinosa, xilosa y dcido
glucurdnico y su 4-O-metil derivado, estan presentes en
sus ramiflicaciones (Leon-Pinto et al, 1993, 1994).

La complejidad de los polisacéridos de C. adorata
y C. praecox requicre de una hidrélisis previa, para que
sus constituyentes puedan ser incorporados al metabo-
lismo del hongo. mediante un sistemaenzimatico especifico.
El proceso de autohidrolisis de los polisacaridos que
ocurreen la preparacion de los medios ensayados, como se
ha demostrado en polimeros afines (Mesa & Leon-Pinto.
1993). produce la liberacion parcial de monosacaridos; en
el caso de C.odorata, se libera galactosa preferentemente
yen C. praccox, xilosa y arabinosa. Estos monosacaridos
se aislaron e identificaron, después de la preparacion de

TABLA L. Observaciones microscopicas de Aspergillus niger ATCC 11414 en los 3 medios
de cultivo a los 7 dias de incubacion.

MEDIOS DE CULTIVO
Morfometria (um) EGCP* EGCO SDA
Conidioforos 350 - 665.5 169.4 - 653 .4 484 - 2360
Vesiculas 92-23 9.2 -20.7 11,5-253
Métulas 55-88 6.6-8.8 55-88
Fialides 44-88 55-6.6 6.6-7.7
Conidias. 33-44 33-44 33-44

* Medio de cultivo con base en exudados gomosos de Cercidium praecox ( EGCP), Cedrela odorata ( EGCO).

Sabourard Dextrosa Agar ( SDA ) .

TABLA Il .Crecimiento de la colonia de Aspergillus niger ATCC 11414 cn los 3 medios de cultivo.

MEDIOS DE CULTIVO (Area, ¢m?)

TIEMPO, h EGCP* EGCO SDA.
48 3.8 2.8 4.5
72 11,5 9.8 11,9
96 252 16,9 23,0
120 1.5 27,7 34.2
144 52.8 47,7 528
168 52,8 477 52,8

* Medios de cullivos indicados anteriormente en Tabla 1.
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dichos medios. Es oportuno destacar que la autohidrélisis
puede continuar durante el desarrollo del hongo.

La capacidad de A. miger para producir varias
enzimas (Costa et al,1994., Lerouge et al, 1993) podria
facilitar la utilizacion como fuente de carbono de los
polisacaridos constituyentes de los medios que contienen
los exudados gomosos. Lasenzimas xilanoliticas, degradan
el xilan a oligosacaridos y posiblemente a monosacaridos
(xilosa), mientras las enzimas endo -L-arabinosa y -L-
arabinosidasa pueden actuar sobre los residuos de ara-
binosa, existentes en las ramificaciones estructurales del
polimero de C. praecox, constituyente del medio EGCP,
Este hecho explica el crecimiento del microorganismo
observado en dicho medio. Por otra parte, las enzimas exo
1-3-B-D-Galactanasa y B-D-Galactosidasa (Pellerin &
Brillouet, 1994; Pocsi et al, 1994), pueden actuar sobre los
residuos de galactosa, presentes en las ramificaciones
estructurales del polimero de C. odorata y permitir el
crecimiento del A. niger en el medio EGCO, los cambios
estructurales de la goma por accién del hongo estan en
estudio.

Los medios con base en los exudados gomosos de
C. praecoxy C. odorata son substratos adecuados para el

Fig. 2. Cinética de crecimiento de A. niger ATCC
11414 en los medios con base en Gomas de Cercidium
praecox (EGCP) == , Cedrela odorata (EGCO)
—A~, Sabouraud Dextrosa Agar ©-

BRrsr esesEiidadessrasbesrgessbessssssssnnires

Biomasa mg/ml

El 2 48 12 (L] 20 AL

Tiempo (horas)

desarrollo del A. niger, especie de amplia aplicacion en
biotecnologia.

Figura 1: Aspergillus niger ATCC 11414. Caracteristicas macroscdopicas en los medios
a. EGCO; b. EGCP; ¢. SDA; a los 7 dias de incubacion.
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