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Resumen

Las levaduras del género Malassezia son hongos que producen afecciones en la piel. El desa-
rrollo de estos microorganismos requiere condiciones especiales. El medio Dixon es generalmente
usado para su cultivo. Se ensayo el exudado gomoso de Spondias dulcis como sustrato para Malas-
sezia furfur y Malassezia slooffiae en comparacion con el medio Dixon. Se determino la cinética
de crecimiento a un determinado rango de tiempo (0-120h), a diferentes concentraciones (1,2 %)y
pH (4,0;6,0;7,0). La relativa alta biomasa obtenida para las dos levaduras probadas demostr6 que
el sustrato preparado con el exudado gomoso de S. dulcis es adecuado para su desarrollo. Spondias
dulcis especie localizada en Venezuela produce abundante goma. Este hecho, y los resultados obte-
nidos podria ser 1til para preparar un nuevo sustrato que pueda competir con Dixon para el aisla-
miento y la caracterizacion de especies de Malassezia.
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Abstract

Malassezia yeasts are fungi that produce skin affections. Growth of these microorganisms
requires specific conditions. The Dixon medium has generally been used for their culture and has
been tested. The use of Spondias gum as a substrate for Malassezia furfur and Malassezia
slooffiae was tried and compared with the Dixon medium. The growth kinetic for a given time
range(0-120 h) was determined at different concentrations (1.2%) and pH levels (4,0; 6,0;7,0).
The relatively high biomass obtained for the two tested yeasts demonstrated that the substrate
prepared with S. dulcis gum exudate is suitable for their growth. Spondias dulcis, a species located
in Venezuela, yields abundant gum. This fact and the results discussed above indicate that it could
be used to prepare a substrate that could compete with Dixon for isolating and characterizing the
Malassezia species.

Key words: Malassezia furfur, Malassezia slooffiae, Spondias dulcis gum exudate,

substrate.

Introduccion

El crecimiento eficiente de hongos fila-
mentosos se ha observado en medios con
base en los exudados gomosos de Acacia glo-
merosa, Enterolobium cyclocarpum, La-
guncularia racemosa (1, 2, 3). Estos hallaz-
gos justifican la evaluacion del crecimiento
de levaduras en otras gomas. Se ha reportado
la capacidad de producir gomas de varias es-
pecies diseminadas en Venezuela (4, 5).

Las levaduras del género Malassezia,
forman parte de la flora normal de la piel, y
bajo ciertas condiciones pueden causar diver-
sas afecciones como dermatitis seborreica, pi-
tiriasis versicolor, foliculitis y psoriasis (6).

El género Malassezia comprende las es-
pecies M. furfur, M. slooffiae, M. obtusa, M.
sympodialis, M. gloosa, M. restricta,M. pa-
chydermatis, M. dermatis, M. japonica, M.
nana, M. yamotoensis (7). Estas especies, a
excepcion de M. pachydermatis, se caracteri-
zan por ser lipofilicas, requieren de acidos
grasos de cadenas largas para el crecimiento.
La dependencia de una fuente externa de aci-
dos grasos se atribuye a la incapacidad de sin-
tetizar acidos grasos saturados de cadenas lar-
gas (12 614 dtomos de carbono) como el acido
oleico y miristico.Estos acidos grasos son in-

dispensables para la formacién de estructu-
ras morfologicas de estas levaduras (8).

El medio Dixon es usado especifica-
mente para el cultivo de Malassezia. La
preparacion de este medio requiere de va-
rios reactivos importados (Extracto de Mal-
ta, Peptona, bilis de buey, Glicerol, Acido
oleico y Tween 40), por lo tanto, es un me-
dio muy costoso.

Spondias dulcis, conocida vulgarmente
como Jobo de la India, es una especie locali-
zada en Venezuela que produce una goma de
color marrén claro, muy soluble en agua (9).
La goma esta constituida por carbohidratos,
material proteinaceo y 4cidos grasos. Se ha
comprobado que el polisacarido, aislado de la
goma de S. dulcis tiene una estructura muy
compleja. La composicion quimica mostro la
presencia de galactosa, arabinosa, manosa,
ramnosa, acido glucurdnico y su derivado
acido 4-0 metil glucuronico (9, 10).

La utilizacion de un medio preparado
con base en la goma de Spondias dulcis para
el crecimiento de las levaduras del género
Malassezia permite el uso de un recurso na-
tural, nativo, econémico, que podria compe-
tir con el medio Dixon.

Este trabajo reporta el estudio del creci-
miento de M. furfur y M. slooffiae en un me-
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dio novedoso con base en el exudado gomoso
de Spondias dulcis en comparaciéon con el
medio Dixon.

Materiales y Métodos

Origen de las muestras

La goma de Spondias dulcis, conocida en
Venezuela como jobo de la india, se colect6 en
época no lluviosa (Enero-Marzo, 2005) y fue
suministrada por el Centro de Investigaciones
en Quimica de los Productos Naturales, Facul-
tad de Humanidades y Educacion. Las cepas
de Malassezia furfur (MMA-98 espalda) y
Malassezia slooffiae (CA-45 pabellon auricu-
lar) fueron obtenidas de piel sana de nifios y se
conservaron en el medio Dixon.

Preparacion del medio de cultivo

El exudado gomoso de Spondias dulcis
crudo y pulverizado, se disolvi6 en agua des-
tilada (1% y 2% p/v) con agitacion constante.
Se filtr6 por gasa y se le adicion6 peptona
(0,6% p/v), extracto de malta (3,6 % (p/v) y
Tween 40 (1% v/v) Se tomaron alicuotas del
medio (pH 6,0) y se ajustaron a determina-
dos pH (4,0 y 7,0). El medio de referencia,
Dixon preparado por la técnica tradicional,
esta constituido por: Tween 40 (10 mL), Ex-
tracto de Malta (36g), Peptona (6g), Oxbile
(20g) y Aceite de Oliva (20 mL).Estos reacti-
vos se disuelven en agua destilada (hasta
completar 1000mL). La esterilizacion de los
medios se realiz6 en autoclave (15 1b, 15 min).

Preparacion del in6culo

Las cepas de M. furfury M. slooffiae se
cultivaron en el medio Dixon Agar en tubos
de ensayo (32°C, 5 dias), se anadi6 agua des-
tilada estéril (10 mL). El liquido se decant6
en una fiola estéril (solucion stock). El conta-
je delas esporas, en una camara de Neubauer
(3.612,50 x10° cel/mL) permiti6 la prepara-
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cion de la soluciéon del in6culo(50 mL,1x100
cel/mL). Este inoculo se preparé adicionando
agua destilada estéril (49,98 mL) a la solu-
cion stock (0,0138 mL).

Cinética de crecimiento

Se inocularon, por duplicado, alicuotas
(2,5 mL) de la solucion del in6culo preparado
(1x10° cel/mL) en matraces que contenian el
medio con base en la goma de Spondias dul-
cis (25 mL). Se ensayaron diferentes condi-
ciones experimentales (pH 4,0; 6,0 y 7,0,
concentracion de la goma 1y 2%). Los culti-
vos se incubaron (28°C) con agitacion cons-
tante (200 rpm). La determinacion de la bio-
masa se hizo por la técnica convencional (11).

Determinacion de acidos grasos

Los acidos grasos de la goma de S.dulcis,
se determinaron por extraccion en hexano y
posterior metilacion con metéxido de sodio.
El producto metilado se analizo por cromato-
grafia de gas con un detector de ionizacion a
la llama (GC-FID) (12).

Resultados

El disefno de los experimentos para eva-
luar el crecimiento de Malassezia furfur y
Malassezia slooffiae, se hizo tomando en
consideracion las condiciones ensayadas
previamente.Se evalu6 un medio con base en
la goma de Spondias dulcis a concentracio-
nes variables (1y 2%), en un determinado in-
tervalo de pH (4,0-7,0) y con agitacion cons-
tante (200 rpm). El comportamiento de las
especies en estudio se compar6 con el medio
Dixon, sustrato empleado universalmente
para el cultivo de estas levaduras.

Las Tablas 1-4 y las Figuras 1-4 mues-
tran el estudio comparativo de los valores ob-
tenidos de biomasa y la cinética de creci-
miento de Malassezia furfur y Malassezia
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slooffiae en los medios con base en la goma
de Spondias dulcis y Dixon.

Discusion

Los valores de biomasa obtenidos para
M. furfur en el sustrato con base en la goma a
una concentraciéon determinada (1%), de-
mostraron que el medio ensayado aporta los
nutrientes necesarios para el crecimiento de
lalevadura (Tabla 1). El comportamiento ob-
servado de la levadura en el medio preparado
con la goma es comparable con el exhibido en
el medio Dixon, Figura 1. Se observo creci-
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miento de la levadura M. furfur en el medio
con base en la goma (1%) a todos los pH ensa-
yados, sin embargo, el valor de la biomasa fue
superior en el medio de referencia, pero, a las
72 h, a pH 4,0 el sustrato investigado mostro
un mayor crecimiento (16,69 mg/mL). Por
otra parte es importante destacar que a los
pH 4,0 y 6,0 el crecimiento observado de di-
chalevadura mostro6 que el sustrato ensayado
con base en la goma a la concentracién men-
cionada, trabaja eficientemente en las condi-
ciones mencionadas.

El experimento realizado en el medio
con una mayor concentracion de goma (2%)

Tabla 1. Comparacion del crecimiento de M. furfur en el medio con base en la goma de Spondias

dulcis (1%) y Dixon.
Tiempo, h
Sustratos 16 48 72 96 120
Goma de Spondias Biomasa, mg/mL
dulcis, 1% pH
4,0 9,806 9,975 13,142 16,688 12,496 5,906
6,0 12,748 10,118 7,81 13,708 11,342 8,224
7,0 3,702 4,574 4,74 8,27 0,796 8,616
Dixon 6,0 15,95 17,76 24,58 14,01 12,20 11,34

Condiciones experimentales (28°C, 200 rpm).
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Figura 1. Comparacion de la cinética de crecimiento de M. furfur en el medio con base en la
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Tabla 2. Comparacion del crecimiento de M. furfur en el medio con base en la goma de Spondias

dulcis (2%) y Dixon.
Tiempo, h
Sustratos 16 24 48 72 96 120
Goma de Spondias Biomasa, mg/mL
dulcis, 2% pH
4,0 16,81 18,77 11,15 10.27 12,02 10,17
6,0 11,35 10,47 10,67 9,99 10.14 9,42
7,0 14,81 17,16 17,34 13,46 13,71 5,69
Dixon 6,0 15,95 17,76 24,58 14,01 12,20 11,34

Condiciones experimentales (28°C, 200 rpm).
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Figura 2. Comparacion de la cinética de crecimiento de M. furfur en el medio con base en la
goma de S. dulcis (2%) y en Dixon.

corroboro6 los resultados descritos anterior-
mente. El crecimiento exponencial de 0 — 24
h en el sustrato ensayado y en Dixon fueron
similares (Tabla 2). Es importante destacar
que el crecimiento de la levadura a pH 7,0 es
similar al observado en el medio Dixon (pH
6,0). Los resultados indican que el medio con
una menor concentracion (1%) funciona ade-
cuadamente a pH 4,0, mientras que a una
mayor concentracion de la goma (2%) fun-
ciona eficientemente a pH neutro (7,0).

La especie M. slooffiae en el medio con
base en la goma a la concentracion determi-
nada (1%) a pH acido, mostr6 un crecimiento
exponencial a las 24h (17,44 mg/mL de bio-
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masa); este crecimiento fue mayor que el co-
rrespondiente en el medio Dixon. Por otra
parte, en los medios neutro y débilmente 4ci-
do (pH 7,0 y 6,0) se observo el crecimiento
exponencial a las 16 y 72h, respectivamente:
El valor de biomasa (14,10 y 18,15 mg/mL) es
mayor en el medio con base en la goma de S.
dulcis (Tabla 3 y Figura 3).

El experimento efectuado con una
mayor concentracion de goma (2%) constato
que los valores de biomasa obtenidos en el
medio a pH 7,0 fueron superiores a los co-
rrespondientes en el medio de referencia (16
- 72h), (Tabla 4 y Figura 4). Cabe destacar
que el crecimiento de las especies M. furfury
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Tabla 3. Comparacion del crecimiento de M. slooffiae en el medio con base en la goma de Spon-
dias dulcis (1%) y Dixon.

Tiempo
Sustratos 16 24 48 72 96 120
Goma de Spondias Biomasa, mg/mL
dulcis, 1% pH
4,0 15,69 17,44 4,22 5,36 13,68 9,12
6,0 13,98 12,46 16,78 18,15 14,5 8,32
7,0 14,11 11,25 9,25 9,43 8,55 541
Dixon 6,0 15,95 17,76 24,58 14,01 12,20 11,34

Condiciones experimentales (28°C, 200 rpm).
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Figura 3. Comparacion de la cinética de crecimiento de M. slooffiae en el medio con base en la
goma de S. dulcis (1%) y en Dixon.

Tabla 4. Comparacién del crecimiento de M. slooffiae en el medio con base en la goma de
Spondias dulcis (2%) y Dixon.

Tiempo, h
Sustratos 16 24 48 72 96 120
Goma de Spondias Biomasa, mg/mL
dulcis, 2% pH 4,0 5,96 5,87 10,04 5,44 5,08 12,66
6,0 5,35 7,18 5,39 7,92 13,29 8,41
7,0 12,59 9,70 12,27 19,68 10,39 7,01
Dixon 6,0 15,95 17,76 24,58 14,01 12,20 11,34

Condiciones experimentales (28°C, 200 rpm).

Kasmera 3¢(1): 45 - 52,2008



Comparacion del crecimiento de Malassezia furfur y Malassezia slooffiae 51

25

—~ 20
a
E /N
g 15 A‘//ﬂ(_\
1| At g
£ = >Q:
L2
@ | *

0 - ‘ :

0 50 100 150
Tiempo (hr)

—+—pH4 #—pHE ——pH 7 —— Dion

Figura 4. Comparacion de la cinética de crecimiento de M. slooffiae en el medio con base en la
goma de S. dulcis (2%) y en Dixon.

Tabla 5. Composicién de acidos grasos de la goma de Spondias dulcis.

Ac. Graso Cruda Liofilizada
Saturados % Prom Desvest % Prom Desvest
Laurico C12:0 1,56 0,19 5,91 1,08
Miristico C14:0 1,35 0,07 2,61 0,67
Palmitico C16:0 10,34 0,81 34,27 0,17
Estearico C18:0 3,28 0,59 7,08 0,15
Araquidico C20:0 - -7,50 0,81
Behinico C20:0 5,16 2,25 - -
Monoinsaturados
Miristoleico C14:1n9c - - 16,90 1,03
Palmitoleico C16:1n9c¢ - - 4,90 0,70
Oleico C18:1n9c 12,22 3,14 10,84 0,27
Euricico C22:1n9 43,76 4,77 1,16 0,18
Poliinsaturados
Linoleico C18:2n6¢ 8,45 0,54 6,62 1,02

Linolénico C18:3n3 -

M. slooffiae, requieren un tiempo relativa-
mente minimo (16 a 24h) para producir una
biomasa similar o superior a la observada en
el medio Dixon (Tablas 2y 4). El crecimiento
delas especies M. furfury M. slooffiae, sugie-
re que aprovecharon como fuente de carbono
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algunos de los monosacaridos (galactosa,
arabinosa, ramnosa, acidos urénicos) consti-
tuyentes del polisacarido presentes en la
goma de S. dulcis (9). Los residuos constitu-
yentes de las ramificaciones estructurales
(10) tienen una mayor probabilidad de parti-
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cipar en el proceso enzimatico necesario para
el aprovechamiento de los monosacaridos
como fuente de energia.

La goma de S. dulcis contiene también
diferentes acidos grasos: saturados, monoin-
saturados y poliinsaturados (Tabla 5). La
presencia de estos acidos grasos en el medio
es probablemente un factor coadyuvante
para la facil asimilacion de los carbohidratos
en el crecimiento de la levadura.

La facil produccion y obtencion de la
goma de S. dulcis, una especie botanica loca-
lizada en Venezuela, la facil preparacion del
medio de cultivo y el rapido crecimiento de
las levaduras estudiadas demuestran las bon-
dades de este sustrato para la caracterizacion
de M. furfury M. slooffiae.

Los factores discutidos anteriormente
evidencian que el medio de cultivo con base
en la goma de S. dulcis puede competir con el
medio Dixon para el aislamiento y caracteri-
zacion de M. furfur y M. slooffiae. Es impor-
tante ensayar el crecimiento de otras especies
de Malassezia, asi como de otras levaduras,
en la goma de Spondias dulcis.
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