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Resumen

Aspergillus niger ATCC 11414 en un medio de cultivo con base en la goma de Anacardium oc-
cidentale mostro las caracteristicas morfolégicas (macro-y microscopicas) que permiten su identi-
ficacion. Se estudiaron varias condiciones de crecimiento en comparacion con el medio de referen-
cia Czapeck Dox Agar. El mejor crecimiento del hongo, observado en pH 4,5y 6,2 y en presencia de
iones magnesio, se selecciond para estudiar la interaccion hongo-sustrato, la cual se demostro6 por
la actividad enzimatica. La produccion de a-D- galactosidasa, esta de acuerdo con la presencia de
a-D-Galp-(1—-6)- Galp en las ramificaciones de la estructura de la goma de A. occidentale y sugiere
que la galactosa es usada por el hongo como fuente de carbono. Los resultados muestran que el
medio con base en la goma de A. occidentale es adecuado para el crecimiento de A .niger y podria
ser util en aplicacion biotecnoldgica.
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Abstract

Aspergillus niger ATCCC 11414 in a media with Anacardium occidentale gum showed the
morphological characteristics (macro- and microscopic) that led its identification. It was studied
many growth conditions in comparison with Czapeck Dox Agar. The best growth of the fungus, ob-
served at given conditions (pH 4.5; 6.2, presence of magnesium ions), was chosen to study the in-
teraction fungus-gum which was demonstrated by the enzymatical activity. The production of
a-D-galactosidase, supports by the presence of a-D-Galp-(1-+6)- Galp in the branches of A. occi-
dentale gum structure, may suggest that galactose is used as carbon source by the fungus. The re-
sults showed that the media with A. occidentale gum is a good one for A.niger growth and may be
useful for biotechnology application.

Key words: Aspergillus niger , Anacardium occidentale gum, culture media, a-D- galacto-

sidase.

Introduccion

Aspergillus niger, miembro del grupo
de los Aspergilli negros, es una especie utili-
zada en las industrias alimentaria, farmacéu-
tica, textil y quimica (1, 2, 3). Se ha reportado
la produccion de diferentes enzimas como
glucosidasa, galactosidasa, amilasa, lacasa,
fitasa y xilanasa (4, 5).

La cepa ATCC 11414 de A. niger se ha ca-
racterizado en sustratos con base en exuda-
dos gomosos de especies localizadas en Vene-
zuela, como Cedrela odorata, Cercidium
praecox 'y Acacia glomerosa (6, 7). El creci-
miento adecuado de A. niger en estos sustra-
tos sugiere que existe, probablemente, una
interacciéon hongo-sustrato, que podria ser
de interés biotecnologico.

Anacardium occidentale, especie nativa
de América , localizada en Venezuela, produ-
ce una goma clara y muy soluble en agua.
Esta goma ,hidrocoloide, es un heteropolisa-
carido acido constituido por -D-galactopir-
anosa, a-D-glucopiranosa, a-L-arabinofur-
anasa, ¢-L-ramnopiranosay acido -D glucu-
ronico y su 4-o-metil derivado. Su estructura
contiene también, un material proteinaceo
minoritario (8, 9). Se han reportado rasgos
estructurales del polisacarido de esta goma
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de especimenes localizados en la India (10) y
recientemente, se han corroborado algunos
de estos rasgos en gomas de especimenes de
Brasil y se han aislado y caracterizado los oli-
gosacaridos a-D- Galp-(1=6)-D-Galp y a-L-
Araf-(1-6)-D-Galp (9).

Las a- y - D-galactosidasas son enzimas
que se encuentran cominmente en la natura-
leza y son capaces de remover a- o 3-D-galact-
osa enlazada a una variedad de compuestos.
Se han purificado algunas «-galactosidasas
provenientes de Aspergillus spp (11).

El trabajo se refiere al desarrollo de
Aspergillus niger ATCC 11414 en un medio
de cultivo con base en la goma de Anacar-
dium occidentale y a la produccion de
a-D-galactosidasa.

Materiales y Métodos

Origen de las muestras

La goma de Anacardium occidentale
conocida en Venezuela como caujil o merey,
se colectd6 en época no lluviosa (Enero-
Marzo, 2005) y fue suministrada por el Cen-
tro de Investigaciones en Quimica de los Pro-
ductos Naturales, Facultad de Humanidades
y Educacion. La cepa de Aspergillus niger
ATCC 11414 , donada por el laboratorio de
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Tecnologia de Alimentos y Fermentaciones
Industriales, Facultad de Ingenieria, La Uni-
versidad del Zulia, se conservo en el medio
CzapeckDox Agar.

Preparacion del medio de cultivo

El exudado gomoso de A. occidentale
crudo y pulverizado, se disolvi6 en agua desti-
lada (1% p/v) con agitacion constante. Se filtro
por gasa y se le adicion6 peptona (1% p/v). Se
tomaron alicuotas del medio (pH 6,2) y se ajus-
taron a determinados pH (4,5 y 6,8) por la adi-
cion de soluciones de HCL (0,1M) y NaOH
(0,1M). La presencia de cloruro de magnesio
(0,05% p/v) se evalu6 . El medio solido se pre-
paro6 por la adicion de agar (1,5% p/v) y se ca-
lent6 a ebullicion. El medio de referencia, Cza-
peck Dox Agar, preparado por la técnica tradi-
cional, esta constituido por sacarosa (30g), ni-
trato de sodio (2g), bifosfato de potasio (1g),
sulfato de magnesio (0,5g), cloruro de potasio
(0,5g), sulfato ferroso (0,01g), agar (15g): Estos
reactivos se disuelven en agua destilada (hasta
completar 100omL). La esterilizacion de los
medios se realiz6 en autoclave (15 1b,15 min).

Preparacion del in6culo

La cepa de A. niger ATCC 11414 se cultivd
en el medio Czapeck en tubos de ensayo
(28°C, 5 dias), se anadio6 agua destilada estéril
(10 mL) . Elliquido se decant6 en una fiola es-
téril (solucion stock). El contaje de las espo-
ras, en una camara de Neubauer, permiti6 la
preparacion de la solucion del inoculo (1x109).
El avance del micelio se determiné con un in6-
culo, obtenido por un sacabocado, a partir del
cultivo del hongo en placa de Petri.

Caracteristicas morfologicas

El hongo se inocul6 en placas de Petrien
el medio de referencia y en el sustrato a ensa-
yar (Anacardium occidentale- Agar), (AOA)
a diferentes condiciones (pH 4,5; 6,2; 6,8,
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presencia o ausencia de cloruro de magne-
sio). Las placas se guardaron en estufa (28°C,
5 dias) para la observaci6on macroscépica. La
morfologia microscopica se determind me-
diante la técnica de cultivo en lamina (28°C,
3 dias). Lactofenol se utilizd6 como liquido de
montaje.

Avance del micelio

Se usaron las mismas condiciones expe-
rimentales descritas para la determinacion
de las caracteristicas morfologicas . El inicio
del crecimiento del hongo se tom6 como cri-
terio para determinar el avance del micelio
sobre los cuatro radios y posteriormente, se
midio el crecimiento a determinados tiempo
(3,5 ,7 dias). El calculo del area del micelio se
hizo mediante la técnica tradicional (12).

Cinética de crecimiento

Cultivo por carga: Se inocularon, por
duplicado, alicuotas (2,5 mL) de la solucion
del in6culo preparado (1x10°) en matraces
que contenian el medio con base en la goma

de A. occidentale (1%, 25 mL) . Se ensa-
yaron diferentes condiciones experimentales

(pH 4,5; 6,2y 6,8, velocidad de rotacion
200 y 250 rpm y presencia de iones magne-
sio). Los cultivos se incubaron (28°C). La de-
terminacion de la biomasa se hizo por la téc-
nica convencional (13).

Produccion de ¢-D-galactosidasa:

Se inocularon alicuotas (10 mL) de la
suspension del inéculo preparado (1x106) en
matraces (500mL) que contenian el medio
con base en la goma de A. occidentale (1%,
10o0mL) en las condiciones experimentales
seleccionadas (pH 4,5, 30°C, 250 rpmy pre-
sencia de magnesio). Los cultivos se incuba-
ron por tiempos definidos (15, 24, 48, 72, 96,
120h).
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Extraccion de la a-D-galactosidasa

Se tomo6 una muestra de cada medio fer-
mentado (10mL) y se centrifugo (8.000g, 20
min).El sobrenadante se separ6 para deter-
minar la actividad extracelular y el residuo
(biomasa) se trat6 con una solucion buffer de
acetato de sodio (10 mL, 0,075M, pH 4,5). El
proceso de sonicacion de la biomasa (30 min)
se hizo en varias etapas (5 min) con un perio-
do de reposo (1 min) entre cada etapa. El ho-
mogeneizado se centrifugd (8000g, 15 min).
El sobrenadante se us6 para determinar la
actividad enzimatica intracelular .

Determinacion de la actividad
enzimatica

La actividad de la a-D-galactosidasa se
determiné segun la metodologia reportada
previamente (14). Se usé como sustrato p-ni-
trofenil-a-D-galactopiran6sido  (1mM,PNP
Gal) en una soluciéon de citrato de sodio
(0,05M, pH 5,3).

La muestra (0,2mL), extracto libre de
células, se mezcl6 con el sustrato (1,8mL) e
incub6 (50°C ,10 min). La reaccién se detuvo
por la adicion de bicarbonato de sodio (1M, 1
mL). La cantidad de p - nitrofenol liberado se
midi6 a 400 nm en un espectrofotometro
uv-visible (Cary 50 Probe Varian). Se prepa-
rard una curva patron, con base en p- nitrofe-
nol. Una unidad de «a-D-galactosidasa es
equivalente a la cantidad de enzima necesa-
ria para liberar 1 p mol de p-nitrofenol del
reactivo (PNPGal)), bajo las condiciones ex-
perimentales usadas en la determinacién.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el avance del mi-
celio fueron analizados mediante el progra-
ma SPSS Version, 10.0. Se evalu6 la compa-
racion de medias mediante la prueba Anélisis
de Varianza (Anova) con el post hoc de
Tamhane . El crecimiento (biomasa) obteni-
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do en los medios de cultivo ensayado, fue
analizado mediante Anova del programa
mencionado.

Resultados

El cultivo de Aspergillus niger en un me-
dio, con base en la goma de Anacardium occi-
dentale, mostro6 las caracteristicas microsco-
picas tipicas del hongo, Tabla 1. El avance del
micelio, observado en los medios de cultivo
ensayados, a una determinada concentracion
delagoma (1%), diferentes condiciones de pH
(4,5; 6,2; 6,8), en presencia de iones magnesio
y a diversos tiempos de incubacion (3, 5, 7
dias) se muestra en la Tabla 2.

La comparacion del crecimiento del
hongo en los medios con base en la goma de
A. occidentale y en Czapeck y la cinética co-
rrespondiente se muestran en las Ta-
blas 3y 4; Figuras 1y 2. La actividad enzima-
tica de la a-D-galactosidasa a nivel extra- e
intracelular en un periodo seleccionado (15,
24, 48, 72, 96, 120h), aparece en la Tabla 5.

Discusion

El cultivo de Aspergillus niger , en un
medio con base en la goma de Anacardium
occidentale ,a los diferentes pH ensayados
(4,4; 6,2; 6,8) mostro una colonia granulosa,
blanca amarillenta que se tornd negra rapi-
damente . La incubacioén, a los 3 dias, eviden-
ci6 las caracteristicas morfologicas microsco-
picas necesarias para su identificacion, Ta-
bla 1. A .niger se caracteriza por presentar hi-
fas hialinas, septadas, conidi6foros largos, de
pared lisa e incoloros que se tornan oscuros
hacia la vesicula globosa, con métulas y fiali-
des de las que nacen conidias abundantes,
globosas, de color marrén a negro, de pared
rugosa. Este hallazgo coincide con lo reporta-
do previamente para el crecimiento de este
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Tabla 1. Caracteristicas microscopicas de A. niger ATCC 11414 en los medios empleados*.

Morfometria, p

Sustratos Vesicula Métula Fialide Conidias
(dm) (g xa) (Igxa) (dm)
Goma de pH
Anacardium occidentale
4,5 9,9-22 4,4x2,2-3,3 5,5-0,6x 2,2 3,3-5,5
4,5 19,8-24,2  4,4x2,2-3,3 5,5X2,2 3,3-4,4
6,2 13,2-27,5 4,4X2,2 5,5-7.7X 2,2 3,3-5,5
6,2%* 14- 27,2 4,4-5,5X2,2 7,7-8,8 2,2-4,4
6,8 18-275 4,4-5,5X3,3 0,6-7,7x2,2 3,:3-4,4
6,8** 13,527  4,4-5,5X2,2-3,3 6,0-9,9X2,2-3,3  3,3-4,4
Czapeck Dox 7,3 14-24 5,5-6,6x3,3  5,5-8,8x2,2-3,3  3,3-5,5

* Las observaciones se hicieron a los 3 dias de incubacion.
** Los experimentos se realizaron en presencia de cloruro de magnesio.

Tabla 2. Comparacion de las medias del avance del micelio de A. niger ATCC 11414 en los sustra-
tos con base en la goma de A. occidentale y en Czapeck.

Intervalo de confianza, 95%

Sustratos Media Error tipico  Limite inferior Limite superior
Goma de Anacardium pH Micelio, cm
occidentale
4,5 2,053 ,005 1,865 2,242
4,5% 2,850 ,121 2,610 3,090
6,2 2,378 ,115 2,152 2,605
6,2% 2,850 ,121 2,610 3,090
6,8 2,382 ,097 2,189 2,574
6,8* 2,152 ,004 1,066 2,338
Czapeck Dox 7,3 1,598 ,115 1,371 1,825

* Los experimentos se realizaron en presencia de cloruro de magnesio.
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Tabla 3. Comparacion de las medias del crecimiento de A. niger ATCC 11414 en los sustratos con
base en la goma de A. occidentale y en Czapeck*.

Tiempo, h
Sustratos 24 48 72 96 120 144 Media
Goma de pH Biomasa, mg/mL
Anacardium
occidentale
4,5 0,558 1,028 2,096 1,984 3,716 4,72 1,60359
4,5%* 0,614 0,624 1,188 1,528 2,764 3,01 1,04307
6,2 0,192 0,586 1,614 2,152 3,38 3,042  1,28470
6,2%* 1,486 2,782 2,852 3,686 2,634 2,034 0,71132
6,8 0,396 1,24 1,602 2,362 2,466 3,126 0,97971
6,8%* 0,46 2,258 3,34 4,188 3,01 4,376 1,44222
Czapeck Dox 7,3 0,68 1,102 4,119 7,136 7,312 11,1 4,03487
Media 0,62657 1,37429 2,54300 3,20086 3,61457 4,61543 2,09846

* Los experimentos se realizaron a 200 rpm.
**E] estudio se realiz6 en presencia de cloruro de magnesio.

Tabla 4. Comparacion de las medias del crecimiento de A. niger ATCC 11414 en los sustratos con
base en la goma de A. occidentale y en Czapeck®.

Tiempo, h
Sustratos 24 48 72 96 120 144 Media
Goma de Anacardium  pH Biomasa, mg/mL
occidentale
4,5 1,260 1,398 2,722 3,606 3,764 4,846 2,032
4,5** 0,782 1,375 3,244 3,390 4,456 5,236 3,080
6,2 0,472 0,640 1,150 1,212 2,134 2,110 1,286
6,2%% 0,624 1,032 1,492 0,582 0,348 0,786 0,823
6,8 1,192 1,198 2,288 2,836 2,708 1,064 2,031
6,8** 1,040 1,550 3,072 3,474 4,028 4,075 2,873
Czapeck Dox 7,3 0,784 1,336 3,962 6,550 4,484 8,644 4,293
Media 0,879 1,218 2,561 3,092 3,131 3,962

* El estudio se realiz6 a 250 rpm.
** Los experimentos se realizaron en presencia de cloruro de magnesio.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de A. niger ATCC 11441 en los sustratos ensayados y en Cza-

peck.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de A. niger ATCC 11441 en los sustratos ensayados y en Cza-
peck.

Tabla 5. Actividad de a-D-galactosidasa de A. niger ATCC 11414 en sustrato con base en la goma
de A. occidentale.

Actividad, pmol/mL Tiempo, h
15 24 48 72 96 120
Extracelular 121,5 174,6 270,4 432,1 373,6 234,2
Intracelular 456,9 538,5 601,8 362,6 344,4 148,6
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hongo en medios con base en las gomas de
Cercidium praecox, Cedrela odorata y Aca-
cia glomerosa como fuente de carbohidratos
(6, 7).

El comportamiento morfologico mi-
croscopico, es muy similar al observado en
Czapeck, medio especifico para el cultivo de
los hongos del género Aspergillus. El desa-
rrollo observado del hongo indica la capaci-
dad para aprovechar los nutrientes del medio
de cultivo, con base en la goma de A. occiden-
tale, lo cual permite la formacién de las es-
tructuras vegetativas y de reproduccion. Este
hecho indica la posible competencia entre
ambos sustratos, para la identificaciéon de A.
niger. La morfometria, en general, observa-
da, Tabla 1, sugiere que el mayor aprovecha-
miento de los iones magnesio en el creci-
miento del hongo requiere de un medio acido
(pH 4,5; 6,2). Por otra parte la presencia de
estos iones en el medio acido contribuy6 al
logro de un temprano desarrollo del micelio
(3 dias), Tabla 2. Un mayor desarrollo del mi-
celio de A. niger ATCC 11414 respecto a Cza-
peck se observ6 también en un sustrato con
base en la goma de Acacia glomerosa (7). Las
pruebas estadisticas usadas, Anova y post
hoc de Tamhane, corroboraron que en todos
los medios con base en la goma se produjo un
mayor avance de micelio con respecto a los
valores obtenidos en Czapeck. Se destaca el
optimo crecimiento (2,850 cm) en medio aci-
do (pH 4,5) , ligeramente acido (pH 6,2) y en
presencia de iones magnesio.

La comparacion del crecimiento del
hongo en el sustrato ensayado en las diferen-
tes condiciones experimentales (pH 4,5; 6,2y
6,8, presencia o ausencia de magnesio, 200
rpm) con el medio de referencia, Tabla 3, Fi-
gura 1, evidenci6 que el medio de referencia
funciona mas eficientemente, sin embargo, la
prueba de Anova determiné que las diferen-
cias entre los medios no son significativas.
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Se observo que el medio con base en la
goma de A. occidentale (pH 4,5) y en presen-
cia de magnesio, permitié la produccion de
una biomasa equivalente en ambos medios a
las 24 h. Esta biomasa increment6 mas lenta-
mente en el medio ensayado a las condiciones
descritas, Tabla 3. Los resultados demuestran
las bondades tanto de Czapeck como del me-
dio ensayado para la produccion de biomasa .
El mismo efecto se observd cuando se aumen-
t6 la velocidad de rotacion (250 rpm), Tabla 4,
Figura 2. El comportamiento del hongo en
ambos medios fue similar hasta las 72 h, pero,
posteriormente se obtuvo una mayor biomasa
en el medio de referencia, no obstante la prue-
ba de Anova, determinoé que las diferencias no
son significativas.

El nacleo estructural de la goma de A.
occidentale corresponde a un 3-1-3-galactan.
Las ramificaciones estructurales de la macro-
molécula estan constituidas por unidades

de galactosa, glucosa, arabinosa, ram-
nosa y acidos uroénicos. Los residuos termi-
nales de la estructura tienen mayor probabi-
lidad para interaccionar con el hongo .

El crecimiento 6ptimo observado a de-
terminadas condiciones (pH acido y presen-
cia de iones magnesio), se us6é como criterio
para evaluar la actividad enzimatica produci-
da en la interaccion hongo-sustrato.

La actividad enzimatica de la a-D- ga-
lactosidasa , Tabla 5, a nivel extracelular, se
observo, inicialmente a las 15h de la interac-
cion hongo-sustrato y experiment6 un incre-
mento con el tiempo(hasta 72h) y luego dis-
minuy6 (hasta las 120h). Estudios previos
(15) han reportado valores de actividad espe-
cifica de a-D- galactosidasa , a nivel extrace-
lular después de 168 h de crecimiento de A.
niger en la goma de Cyamopsis tetragonolo-
bus . La actividad enzimética observada en el
crecimiento de este hongo en la goma de A.
occidentale se observo, aparentemente, a un
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menor tiempo (72h). Es relevante destacar
que la actividad enzimaética intracelular fue
mayor que la extracelular hasta las 48h de in-
teraccion y posteriormente disminuy6 paula-
tinamente (72, 96,120h).

La interaccion A niger -sustrato con
base en la goma de A. occidentale se eviden-
ci6 por el crecimiento del hongo y la produc-
cion de a-D-galactosidasa. Estos hallazgos
sugieren la posible participacion de a-D-ga-
lactosa en el crecimiento del hongo; sin em-
bargo, no se descarta la posibilidad de la pro-
duccion de otras enzimas que faciliten el uso
de otros azucares, constituyentes de la goma
como fuentes de carbono, en especial,

pB-D-galactosa, a-L-arabinosa, «-L-ra-
mnosa, residuos terminales del polisacarido
de la goma de A. occidentale (8). La produc-
cion de a-D-galactosidasa en el medio de

cultivo ensayado esta de acuerdo con los
nuevos rasgos estructurales publicados para
un espécimen de A. occidentale proveniente
de Brasil. Se aisl6 y caracterizo el oligosacari-
do a-D-Galp-(1-6)-D-Galp (9).

Los resultados obtenidos apoyan la po-
sible competencia del medio con base en la
goma de Anacardium occidentale con Cza-
peck. La produccion de a-D- galactosidasa en
el medio de cultivo ensayado tiene importan-
cia biotecnolégica. La producciéon de -D-g-
alactosidasa y otras posibles enzimas requie-
ren ser evaluadas.
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